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Avant-propos 


Dans un texte sur l'interdisciplinarite 1 , Edgar MORIN affirmait: ... la « revolution 
biologique » des annees 1950 est nee d'empietements, de contacts, de transferts 
entre disciplines aux marges de la physique, de la chimie, et de la biologie. Ce sont 
des physiciens comme SCHRÖDINGER qui ont projete sur Vorganisme biologique les 
problemes de Vorganisation physique. Puis des chercheurs marginaux ont essaye 
de deceler l'organisation du patrimoine genetique ä partir des proprietes chi- 
miques de l'ADN. On peut dire que la biologie moleculaire est nee de concu- 
binages « illegitimes ». Elle n'avait aucun Statut disciplinaire dans les annees 1950 
et n'en a acquis un en France qu'apres les prix NOBEL de MONOD, JACOB et 
Lwoff 2 . Cette biologie moleculaire s'est alors autonomisee, puis eile a eu ä son 
tour tendance ä se clore, voire meme ä devenir imperialiste, mais ceci, comme 
diraient CHANGEUX et Kipling, est une autre histoire. 

De fait, l'acceleration de l'accumulation massive des donnees en biologie, la limite 
reductionniste atteinte par le sequen^age des genomes et la remontee genome- 
transcriptome-proteome engagee aujourd'hui montrent que la biologie seule ne 
viendra pas ä bout de la complexite du vivant. Le decloisonnement des disciplines, 
l'emergence de thematiques et de champs disciplinaires nouveaux sont des neces- 
sites clairement reconnues aujourd'hui, en particulier par les grands organismes de 
recherches nationaux. 

Comment alors assurer le dialogue entre biologistes, mathematiciens, physiciens, 
informaticiens... ? Comment passer de la pluridisciplinarite, rencontre autour d'un 
theme commun entre enseignants et chercheurs de disciplines distinctes, mais oü 
chacun conserve la specificite de ses concepts et methodes, ä l’interdisciplinarite, 
qui suppose un dialogue et l'echange de connaissances, de concepts et de methodes 
entre deux ou plusieurs disciplines ? 

Le but de cet ouvrage est de contribuer au developpement de l'interdisciplinarite 
en proposant au lecteur non-biologiste un ensemble limite mais pertinent des 
connaissances necessaires pour comprendre les fondements et les enjeux actuels 
des recherches en biologie animale et en medecine. 

L'originalite de ce livre se situe ä plusieurs niveaux. C'est d'abord un ouvrage 
collectif, redige par des auteurs biologistes, medecins, mais aussi mathematiciens, 


1. E. MORIN - Sur l'interdisciplinarite. Bulletin Interactif du Centre International de Recherches et 
Etudes transdisciplinaires 2 (Juin 1994). 

2. en 1965. 
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ayant une pratique concrete de l'interdisciplinarite dans leurs activites de recherche 
et d'enseignement. D'autre part, la presentation selective des themes traites dans cet 
ouvrage est proposee dans une perspective integrative de la biologie animale, qui 
part de la structure de la cellule pour amener le lecteur ä decouvrir l'organisation 
dynamique de quelques grandes fonctions physiologiques comme les fonctions 
cardiaques et neuronales. Enfin, notre souci a ete de mettre en avant aussi souvent 
que possible, dans les chapitres mais surtout par le biais d'annexes specifiques, un 
eclairage et un prolongement des connaissances qui puisse renvoyer le lecteur 
physicien ou mathematicien ä un savoir et ä des questions familieres dans sa 
discipline d'origine. 

Ainsi, le chapitre VII La cinetique enzymatique et le controle des flux apparaitra 
comme le plus mathematique, tandis que le chapitre VI Matrices extracellulaires 
sera plus familier au physicien ä travers les analogies proposees avec les cristaux 
liquides. II en est de meme pour les phenomenes de propagation d’onde et de 
conductivite electrique presentes dans les derniers chapitres non seulement d’un 
point de vue fondamental (chapitre VIII Elements d’electrophysiologie ), mais 
egalement dans des contextes physiologiques (chapitre X Elements de neuro- 
physiologie) et pathologiques (chapitre IX Elements de Physiologie et de physio- 
pathologie cardiaques). 

Nous avons propose une hierarchisation des connaissances qui se veut attractive, 
en partant de la structure de la cellule (chapitre I Compartimentation cellulaire ) 
et de son materiel hereditaire (chapitre II Elements de genetique moleculaire) 
pour aller vers une dynamique cellulaire qui s’exprime dans le temps (chapitre III 
Croissance et multiplication cellulaire) et dans l’espace (chapitre IV Morphogenes 
et champs morphogenetiques), afin de mettre en oeuvre un ensemble d’interactions 
et de voies de Signalisation (chapitre V Molecules d’adherence et Signalisation 
cellulaire) qui s’expriment au sein d’un milieu extracellulaire organise (chapitre VI 
Matrices extracellulaires) pour definir la forme et la fonction d’un tissu ou d’un 
organe. Une trame commune a ete definie pour chaque chapitre. qui commence par 
une mise en perspective historique du sujet et se termine par des developpements 
plus recents ou la presentation d'axes de recherche. 

Les limites a priori de ce type d’ouvrage, qui touche ä la fois la biologie molecu¬ 
laire, la biologie cellulaire et la physiologie, sont evidentes : il existe differents 
livres traitant en detail les differents aspects evoques ici, dont le fameux Biologie 
moleculaire de la cellule , dont les reeditions successives (la quatrieme cette annee !) 
jalonnent le parcours des etudiants et chercheurs biologistes. Le pari qui est fait ici 
est de proposer au non-specialiste une approche plus synthetique et plus syste- 
mique le conduisant ä une premiere familiarisation avec les « acteurs » biologiques 
ä l’oeuvre, les moyens d’etude et la terminologie utilisee. Ces connaissances 
permettront ensuite au lecteur une immersion plus facile dans la lecture d’ouvrages 
ou d’articles scientifiques specialises, dont certains sont indiques en complement 
dans la bibliographie de chaque chapitre. 



Avant-propos 
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Nous esperons que le lecteur mathematicien, physicien, informaticien..., qu’il soit 
etudiant en 2 e ou 3 e cycle, enseignant ou chercheur, trouvera dans ce livre de quoi 
asseoir et nourrir ses discussions avec les biologistes. Nous esperons aussi que cet 
ouvrage pourra lui permettre d’identifier plus precisement des domaines de 
recherche et d’application oü les competences acquises dans sa formation d’origine 
pourront etre utilisees avec profit dans ses collaborations actuelles ou futures avec 
des biologistes et des medecins. Certaines parties de l'ouvrage, qui renvoient ä des 
domaines de connaissance plus specialises et recents, pourront egalement 
completer les connaissances d'un lecteur biologiste. 

Realise dans le prolongement d'une ecole de biologie theorique soutenue par la 
formation permanente du CNRS et par la Societe Francophone de Biologie 
Theorique 3 , nous esperons que cet ouvrage constituera un outil pedagogique 
apprecie par les etudiants, enseignants et chercheurs qui s'engagent aujourd'hui 
dans des travaux interdisciplinaires en biologie. 

Nous tenons egalement ä remercier nos collegues du comite de lecture pour leurs 
remarques et propositions tres constructives. 


Philippe TRACQUI et Jacques ÖEMONGEOT 


3. http://www.necker.fr/sfbt/ 
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Chapitre I 

COMPARTIMENTATION CELLULAIRE 


Gerard Klein - Michel Satre 


Depuis la formulation de la theorie cellulaire, habituellement attribuee au botaniste 
Matthias Jakob SCHLEIDEN et au zoologiste Theodor SCHWANN (1839), il est 
reconnu que la cellule est l'unite de base du monde vivant. C’est Lenthe struc- 
turee la plus simple qui a les fonctions caracteristiques de la vie et les travaux de 
recherche dans les differents domaines de la biologie ont mis en evidence les 
principes generaux d'Organisation et de fonctionnement des cellules L 

Les organismes vivants se classent en deux categories selon la complexite de 
l’agencement de leur materiel genetique : les eucaryotes, dont les cellules ont un 
noyau, et les procaryotes, dont les cellules n'en possedent pas. Malgre leur 
extreme variete de taille ou de forme, tous les etres vivants, de la bacterie ä la 
baieine, sont apparentes dans leur composition chimique, leur plan et leurs 
fonctions. Comme l'a souligne le biologiste Andre LWOFF 1 2 : ...quand le monde 
vivant est considere au niveau cellulaire, on decouvre l'unite [LWOFF, 1969]. 

Les eucaryotes vont de micro-organismes simples, comme les amibes ou les 
levures, jusqu’aux etres les plus complexes, plantes ou animaux. Les eucaryotes 
partagent un grand nombre de caracteristiques fondamentales et les decouvertes 
faites pour une espece donnee s'appliquent le plus souvent directement ä beaucoup 
d'autres. Les eucaryotes multicellulaires sont composes de differentes sortes de 
cellules specialisees qui dependent alors les unes des autres pour survivre au sein 
d’un organisme. Cette dependance est relative car la plupart des cellules possedent 
tout ce qui est indispensable pour vivre et se multiplier, sous une forme isolee et 
completement separee de leur organisme d’origine, si eiles sont mises dans un 
environnement qui procure les nutriments, hormones et facteurs de croissance 
appropries. Ainsi, la comprehension du fonctionnement normal ou pathologique 
des organismes complexes passe par l’analyse du fonctionnement de la cellule 
unitaire. 


1. Les bases historiques de la biologie sont presentees dans l’ouvrage de Pierre VlGNAIS La biologie 
des origines ä nos jours. Une histoire des idees et des hommes, 478 p., EDP Sciences (2001). 

2. Andre Wolff a re?u le prix NOBEL de Medecine en 1965, conjointement avec Francois JACOB et 
Jacques Monod. Leurs decouvertes ont jete les bases de la biologie moleculaire. 
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Gerard Klein - Michel Satre 


En pratique, l'utilisation des cultures de cellules a d’ores et dejä permis de reduire 
l'emploi des animaux pour des recherches fondamentales en toxicologie ou Physio¬ 
logie. En medecine, la therapie cellulaire est en phase de developpement. Les 
cellules « souches » embryonnaires ou adultes qui sont capables de specialisation et 
de proliferation laissent entrevoir des possibilites de remplacement de tissus et 
meme d’organes malades ou endommages [THOMSON et cd., 1998]. 

Les procaryotes, ou bacteries dans Tacception courante, se divisent en deux 
groupes separes : les eubacteries et les archae (archaebacteries). Ces dernieres 
vivent dans des environnements hostiles pour 1’homme : absence d’oxygene 
(methanogenes), forte concentration en sels (halophiles), temperatures elevees 
pouvant depasser 100°C (thermophiles) et pH tres acide (acidophiles). Les 
bacteries pathogenes qui nous entourent sont des eubacteries. 

Portee par l'accumulation des donnees des sequengages genomiques et les progres 
de la bio-informatique, l'etude de l'evolution est actuellement un sujet de premier 
plan et les resultats des analyses phylogenetiques montrent les parentes entre 
organismes et donnent des eclairages nouveaux sur les processus biologiques 
(figure 1). 


BACTERIES 



Figure 1 - Phylogenie des organismes vivants : 
i’exemple de la sous-unite catalytique de l’ATPase de type Fl-Fo 

Cet arbre phylogenetique regroupe une selection de 18 especes. Elles ont ete classees 
selon les similitudes dans les sequences de la sous-unite catalytique de l'ATPase de type 
Fl-Fo, une proteine qui catalyse reversiblement la Synthese ou l’hydrolyse de l’ATP (voir 
§ 2.3.1) et dont la fonction bioenergetique est bien conservee dans tous les organismes. 
Une Separation nette est apparente entre les animaux pluricellulaires ou metazoaires 
(mammiferes, insectes, nematodes), les plantes, les levures puis les bacteries et les archae 
(archaebacteries). La distance des branches entre deux entrees correspond directement ä 
leur eloignement evolutif. La barre d’echelle des distances correspond au nombre moyen de 
Substitution d’acide amine par Position de sequence. II est possible de combiner les 
donnees provenant de la comparaison des sequences de plusieurs proteines et de l'ARN 
ribosomique. Pour une discussion detaillee, voir [Doouttle, 2000]. 
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La vie est apparue sur la terre voilä 3,5 ä 4 milliards d'annees, d’abord dans les 
oceans puis les continents ont ete colonises par des micro-organismes dont 
rempilement en couches a forme un sol organique. Un scenario, qui s’appuie 
beaucoup sur les donnees de la biologie moleculaire, fait deriver toutes les cellules 
actuelles de communautes ancestrales d'entites primitives qui, progressivement, ont 
donne naissance aux organismes contemporains. II y a 2 milliards d'annees, les 
eucaryotes etaient dejä presents et, selon l'hypothese endosymbiotique [Lang et 
al., 1999], ils ont acquis les ancetres des mitochondries et plastes actuels par la 
Sequestration de bacteries qui sont ensuite devenues residentes chez l’höte 
(figure 2). 



eucaryote primitif chloroplaste 


Figure 2 - Hypothese endosymbiotique 

Les mitochondries se sont formees apres qu’une cellule eucaryote nucleee ancestrale ait 
englobe par phagocytose des bacteries qui ont pu persister dans le cytoplasme (a). Elles ont 
perdu leur autonomie en transferant la majeure partie de leur patrimoine genetique vers le 
noyau de l’höte. Cette cellule eucaryote, possedant alors des mitochondries, va donner 
naissance aux animaux, Champignons et levures. Ulterieurement, un mecanisme similaire 
mettant en jeu une cyanobacterie (b) a permis l’acquisition des chloroplastes et l’emergence 
de la lignee ancetre des plantes et algues actuelles. 


Ce chapitre va presenter les grandes lignes de l’organisation des cellules pro- et 
eucaryotes. L’exemple des mitochondries et des lysosomes a ete choisi pour 
integrer la compartimentation eucaryote dans la Physiologie cellulaire. 


1. Organisation des procaryotes 


Par leur croissance rapide, leur grande adaptabilite, la facilite de leur analyse 
genetique et leur relative simplicite, les bacteries sont un materiel de choix pour 
l'etude de la cellule, de ses fonctions physiologiques et de leurs regulations. C'est 
dans les annees 1930 que les travaux des physiologistes et des biochimistes vont 
unir la biologie des procaryotes ä celle des autres organismes. Au cours de la 
decennie 1990, la microbiologie cellulaire s'est imposee comme une discipline de 
base de la biologie moderne [COSSART et al., 2000]. 
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Les bacteries ont le plus souvent une petite taille (longueur moyenne de 0,5 ä 
1,5 pm). Elles sont divisees en deux classes en fonction de leur reponse ä une 
methode de coloration developpee empiriquement par le microbiologiste danois 
Christian Gram en 1884 : les bacteries Gram-positives sont de couleur violette et 
les bacteries Gram-negatives sont roses. 

Les bacteries Gram-positives, comme les streptocoques, Listeria ou pneumo- 
coques, ont deux barrieres : la paroi et la membrane plasmique (figure 3). Les 
organismes Gram-negatifs, comme le colibacille Escherichia coli ou la bacterie 
gastrique Helicobacter pylori, ont en plus une membrane externe phospholipidique 
qui est permeable ä la plupart des petites molecules de taille inferieure ä 
5 000 daltons (Da). La paroi se situe alors entre les deux membranes. 


ribosomes 



Figure 3 - Schema de I'Organisation d’une bacterie Gram-positive 

La bacterie est entouree par une paroi externe et par une membrane phospholipidique 
(membrane plasmique) qui peut se replier pour donner des mesosomes. Le cytoplasme 
contient l’ADN et il est riche en ribosomes qui participent ä la synthese des proteines. 

La paroi est une structure polymerique constituee principalement par des Sucres et 
des acides amines lies de fa 5 on covalente pour former un assemblage de 
peptidoglycanes (complexes de proteines et d’Oligosaccharides). La penicilline, 
decouverte par Alexander FLEMING, est un antibiotique qui tue les bacteries en 
inhibant la synthese de leurs parois d’oü son action curative dans certaines 
maladies infectieuses. La pression osmotique intracellulaire etant superieure ä celle 
du milieu, les bacteries traitees, dont les parois fragilisees ne resistent plus ä la 
difference de pression, vont gonfler par entree d'eau et eclater. 

La membrane plasmique bacterienne constitue la vraie frontiere avec le milieu 
exterieur. Formee d’une bicouche phospholipidique, eile est relativement 
permeable aux composes hydrophobes, aux gaz et ä l’eau. Par contre, eile est 
impermeable ä la plupart des composes que la cellule doit echanger avec son 
environnement: ions (CF, K + , Mg 2+ , Ca 2+ ...), Sucres ou acides amines. La 
membrane plasmique bacterienne contient des proteines de transport et de passage 
transmembranaire, qui permettent ä tous les composes indispensables d’entrer ou 
de sortir de la bacterie. Le modele classique d'organisation des lipides et des 
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proteines dans la membrane biologique est de type « mosai'que fluide » [Singer & 
NlCOLSON, 1972] et des proteines integrales sont inserees dans la bicouche 
phospholipidique ou associees de maniere peripherique (interactions proteine- 
proteine, ancrages specifiques...). La bicouche phospholipidique est plus qu’un 
solvant ä deux dimensions et eile module souvent la fonction des proteines 
membranaires ou peripheriques. 

L'ADN circulaire des bacteries est rassemble dans le cytoplasme qui contient 
egalement de nombreux ribosomes, la machinerie de synthese proteique. Les 
ribosomes catalysent une reaction chimique simple qui est de former des liaisons 
amide. Leur täche cruciale est de choisir sans erreur les acides amines qui s'ajoutent 
ä la chame polypeptidique naissante en lisant les codons successifs sur l'ARN 
messager. Le ribosome bacterien est constitue par 3 molecules d'ARN et plus de 
50 proteines. II s'organise en deux sous-unites (voir chapitre II, § 7). L'ARN de la 
grosse sous-unite a une fonction catalytique 3 : c’est un ribozyme [CECH, 2000]. 

Les maladies infectieuses provoquees par les bacteries restent une cause majeure 
de morbidite et de mortalite. Le probleme est aggrave par divers facteurs comme la 
resistance de plus en plus frequente ä un eventail d’antibiotiques, l'emergence de 
nouveaux pathogenes ou le retour des pathogenes anciens, ainsi que par le manque 
de therapeutiques innovantes et efficaces. Les sequences completes de plus de 
30 genomes bacteriens sont connues ä ce jour et plusieurs centaines seront 
disponibles dans les prochaines annees. Ceci va donner de meilleures possibilites 
pour comprendre les elements moleculaires de la virulence microbienne et 
developper rationnellement de nouveiles classes d’antibiotiques. 


2. Les eucaryotes ont une structuration compartimentee 


Les cellules eucaryotes ont une taille moyenne de l’ordre de 20-25 pm. Elles sont 
limitees par la membrane plasmique, formee, comme chez les procaryotes, de 
deux feuillets phospholipidiques. Les plantes, levures et Champignons possedent en 
plus une paroi rigide recouvrant la membrane plasmique (figure 4). 

L'organisation dans le plan de la membrane plasmique est heterogene et des 
microdomaines appeles radeaux, regroupent lateralement des glycosphingolipides, 
des phospholipides avec des acides gras satures et du Cholesterol [PRALLE et al., 
2000]. Les fonctions proposees pour les microdomaines concernent les processus 
de Signalisation, l’attachement au cytosquelette, la formation de contacts 
intercellulaires (voir chapitre V) ou la production de vesicules de transport. 
L’organisation de la phase lipidique est proche de celle d’un cristal liquide (voir 
chapitre VI). 


3. La mise en evidence des proprietes catalytiques de l'ARN a valu le prix Nobel de Chimie ä 
Sidney Altman et Thomas Cech en 1989. 
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Figure 4 - Schema (('Organisation comparee 
d’une cellule vegetale et d'une cellule animale 

Les cellules eucaryotes se caracterisent par une compartimentation subcellulaire qui 
organise leur espace interieur autour d’un ensemble de structures membranaires ayant une 
composition moleculaire qui leur est propre et une fonction metabolique definie. Elles 
possedent un noyau, un reseau d’endomembranes (reticulum endoplasmique, appareil de 
Golgi, lysosome) et des mitochondries. Une paroi cellulosique rigide limite les cellules 
vegetales qui se distinguent de plus par la presence de chloroplastes et d’une vacuole qui 
occupe une majeure partie du volume cellulaire. La compartimentation membranaire est 
accompagnee par la mise en place de gradients physico-chimiques (protons, calcium...). Elle 
varie dans le temps au cours de processus physiologiques comme la division cellulaire ou en 
reponse ä des signaux exogenes. Ainsi, la regulation de cette Organisation est un element 
cle dans le developpement cellulaire. 


L'interieur de la cellule eucaryote contient un noyau et divers autres organites. II est 
structure par un ensemble de fibres proteiques qui constituent le cytosquelette 
(voir chapitre V). Les organites definissent une Organisation modulaire qui isole, 
dans l'espace et dans le temps, des reactions metaboliques et des processus qui 
seraient autrement incompatibles. La capacite ä maintenir un grand nombre de 
compartiments intracellulaires, avec des compositions proteiques et phospho- 
lipidiques distinctes, est un trait caracteristique des eucaryotes. Les substances sont 
transportees d’un endroit ä un autre, mais chaque compartiment maintient son 
identite. Les transports mettent en jeu des navettes vesiculaires et une serie de 
proteines, conservees au cours de l’evolution, qui assurent le bourgeonnement des 
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vesicules ä partir d’un compartiment donneur, le transport lui-meme et la fusion 
avec l’organite cible (figure 5). Les etapes de fusion membranaire impliquent, entre 
autres, des proteines appelees SNAREs dont une particularite structurale 
essentielle est la presence de domaines organises en helices alpha. 



AA SNAP 25B - 1 t-SNARE : Syntaxine-IA J"LTL v-SNARE : Synaptobrevine 

Figure 5 - Fusion membranaire et Hypothese des SNAREs 

La selectivite de l’accostage de la vesicule navette avec son compartiment cible puis la 
fusion qui assurera le dechargement de la cargaison contenue dans la vesicule sont 
contrölees par des proteines transmembranaires, les SNAREs. L'acronyme SNARE pour 
Soluble-N-ethyl maleimide sensitive factor Attachment Protein REceptor resume l’histoire de 
leur identification qui a commence par celle de NSF (N-ethyl maleimide Sensitive Factor), une 
ATPase soluble qui va s'associer ä une autre proteine cytoplasmique : SNAP (Soluble NSF 
Associated Protein) pour se fixer sur les SNAREs dans la phase de post-fusion membranaire 
et catalyser leur dissociation. Le Schema represente ici l'accostage d'une vesicule 
synaptique porteuse de la synaptobrevine, une SNARE vesiculaire, au niveau d'une region 
active de la membrane plasmique du neurone presynaptique oü un complexe en torsade 
d'helices se forme avec les deux SNAREs de la membrane cible : la syntaxine 1A et 
SNAP-25. La SNARE SNAP-25 (pour SyNaptosome-Associated Protein of 25 kDa) n’a pas de 
Segment transmembranaire mais eile est ancree par des chaTnes palmitoylees (16 atomes 
de carbone) fixees au milieu de la proteine. 


Lors de la fusion membranaire, 4 helices fournies par des SNAREs localisees ä la 
fois sur les compartiments donneur et accepteur s’assemblent pour former une 
torsade d’helices tres stable qui rapproche les membranes et assure ainsi la fusion. 
Associees ä d’autres proteines partenaires, les SNAREs constituent de veritables 
complexes d’etiquetage, essentiels pour garantir la precision indispensable de 
toutes les etapes du trafic vesiculaire ä l’interieur de la cellule [MAC NEW et al. 
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2000], Le nombre de SNAREs est variable selon les organismes, sans doute en 
fonction de la complexite des besoins : de 22 chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae, il augmente ä 36 chez l’homme, pour atteindre pres de 60 chez la plante 
Arabidopsis thaliana. 


2.1. Les organites intracellulaires 

De multiples systemes membranaires se trouvent ä l’interieur de la cellule 
eucaryote oü ils delimitent les organites cytoplasmiques (figure 4). Lors du cycle 
cellulaire (voir chapitre III) et du developpement (voir chapitre IV), ces derniers 
sont synthetises par fission (ou fusion) d'un organite semblable ou par bour- 
geonnement ä partir d'un organite different (mecanismes homo- ou heterotypiques). 

Les compartiments et leur specificite fonctionnelle principale sont: 

V le noyau entoure par l'enveloppe nucleaire. II contient la quasi-totalite de 
rinformation genetique (ADN). Le nucleole est une sous-structure responsable 
de la Synthese de l’ARN ribosomique, 

V les mitochondries et, chez les plantes, les plastes (respiration cellulaire, 
photosynthese, Synthese d’ATP, metabolisme general), 

V le reticulum endoplasmique lisse ou rugueux avec ribosomes associes 
(synthese des proteines, Synthese des lipides, stockage de calcium...). II se 
deploie dans le cytoplasme depuis le noyau, 

■S les peroxisomes (metabolisme oxydatif), 

V l’appareil de Golgi (maturation des proteines et orientation vers le lysosome, la 
membrane plasmique ou la secretion). Present en un seul exemplaire dans la 
cellule, il est le plus souvent localise pres du noyau et du centrosome, la 
structure qui organise les microtubules. Il a une Organisation typique en pile 
d'assiettes, specialement dans les cellules secretrices. Son fonctionnement met 
en jeu du trafic vesiculaire par bourgeonnement et fusion. Dans le mode antero- 
grade, des vesicules passent des compartiments cis-GOLGl (cöte noyau et 
reticulum endoplasmique) vers les compartiments median- et trans-GOLGl, 

V les endosomes, lysosomes et vacuoles (degradation des macromolecules et de 
molecules complexes). 


22. Le fractionnement subcellulaire 

Pour etudier la structure et la fonction metabolique des organites, il est necessaire 
de les isoler sous une forme tres purifiee et en quantite süffisante. Les methodo- 
logies de fractionnement subcellulaire par centrifugation differentielle (figure 6) 
ont ete developpees des la fin des annees 1940 et combinees avec la microscopie 
electronique pour realiser les etudes morphologiques. Les decouvertes qui en 
ont decoule sur forganisation structurale et fonctionnelle de la cellule eucaryote 
ont etabli les bases de la biologie cellulaire et des chercheurs comme 
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Christian DE DUVE, Albert CLAUDE et George PAL ADE ont joue des röles des dans 
ce domaine, reconnus par le prix NOBEL de Medecine en 1974 [BROWERS, 1998 ; 
FARQUHAR & PALADE, 1998], 



Figure 6 - Fractionnement subcellulaire par centrifugation differentielle 

Le fractionnement commence par une rupture contrölee des cellules placees dans un milieu 
isotonique (souvent du Saccharose 0,25 M (mol/L), pH 7,4) puis continue par des etapes de 
centrifugation. Les composants intracellulaires ont des tailles et des densites distinctes et 
sont influences differemment par la gravite. Une force centrifuge moderee suffit pour collecter 
les noyaux. Ensuite, une augmentation de la vitesse Sedimente ensemble les mitochondries, 
peroxisomes et lysosomes, et des techniques particulieres, comme la centrifugation sur 
gradient de densite, sont necessaires pour separer ces organites. Une ultracentrifugation 
prolongee donne un culot qui contient les fragments de la membrane plasmique, l’appareil 
de Golgi et le reticulum endoplasmique. La portion soluble du cytoplasme ou cytosol est 
definie operationnellement comme etant la fraction non sedimentee. 


La purete des preparations d’organites est determinee par des examens morpholo- 
giques (microscopie electronique) et aussi, par la mesure quantitative de marqueurs 
appropries comme, par exemple, l’activite d’enzymes localisees selectivement dans 
un type d’organite : 

•f mitochondrie : cytochrome c oxydase (membrane interne), monoamine oxydase 
(membrane externe), 

■S lysosome : phosphatase acide, N-acetyl-glucosaminidase, 

’S peroxisome: catalase. 
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Ainsi, par exemple, la cytochrome c oxydase est localisee seulement dans les 
mitochondries et sa presence dans une fraction de lysosomes indiquera une 
contamination par des mitochondries. 


2.3. Le röle central des mitochondries 


Les mitochondries sont le site de la respiration cellulaire et de production d'energie 
utilisable par la cellule et stockee sous forme d'adenosine-5’-triphosphate ou ATP. 
Elles ont un double Systeme membranaire qui delimite deux compartiments 
distincts : la matrice, entouree par la membrane interne et l'espace intermem- 
branaire, compris entre la membrane interne et la membrane externe. 



Figure 7 - Microscopie electronique ä transmission d'une cellule de la corticosurrenale 

La glande est fixee, deshydratee et incluse dans une resine plastique. Des coupes ultra-fines 
sont traitees avec des ions d’atomes lourds (uranium, plomb) afin de rendre les structures 
visualisables par le faisceau d'electrons. Dans ce tissu, les mitochondries, presentes en 
grand nombre, participent activement ä la biogenese des hormones corticosteroides. Les 
repliements de la membrane interne (cretes) ont une forme tubulo-vesiculaire, caracteristique 
chez l’homme des glandes endocrines comme les ovaires et les testicules. La surface 
circulaire au centre du cliche est une section du noyau. Agrandissement: x 20 000. 


Certains eucaryotes micro-aerobies qui ne possedent pas de mitochondries ont des 
organites apparentes, les hydrogenosomes, qui sont impliques dans le metabolisme 
energetique. Borde par une double membrane, l’hydrogenosome a une taille 
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voisine de 1 [im : il ne contient pas d’ADN et il produit de l'ATP [HACKSTEIN et 
al., 1999], Il utilise une hydrogenase qui reduit les protons en hydrogene molecu- 
laire. Le Systeme, couple au complexe enzymatique de la NADH-deshydrogenase 
(figure 8), genere un gradient de pH et un potentiel de membrane en anoxie. 

Un eucaryote pathogene, comme l'amibe Entamoeba histolytica, possede des 
organites apparentes aux hydrogenosomes. L'analyse phylogenetique est en faveur 
d'un evenement endosymbiotique unique au niveau des eucaryotes ancestraux, 
suivi au cours de l'evolution, par la differenciation en organites distincts [DYALL et 
al., 2000]. 

23.1. Mitochondries et bioenergetique cellulaire 

L’ATP est la source d’energie chimique indispensable ä toutes les cellules vivantes 
pour leur metabolisme et leur croissance. La degradation aerobie complete d’une 
molecule de glucose (C 6 H 12 0 6 ) en C0 2 et H 2 0 est couplee ä la Synthese d’une 
quantite maximale de 32 molecules d’ATP. 

Chez les eucaryotes, les etapes initiales de la degradation du glucose se passent 
dans le cytosol (figure 6) oü deux molecules d’ATP sont produites (phospho- 
rylation glycolytique). Ensuite, les etapes qui impliquent l’oxygene ont lieu 
seulement dans les mitochondries : l’ATP est produit pour plus de 90% par ces 
organites [SARASTE, 1999], Le taux de renouvellement de l’ATP est considerable 
car, de fagon continue, les cellules vivantes hydrolysent l’ATP en ADP et phos- 
phate inorganique (Pi) pour recuperer l’energie libre resultante pour leurs activites : 
reactions de synthese, concentration d’ions ou de molecules, deplacement... 

Les mitochondries occupent jusqu’ä 20-30% du volume du cytoplasme et leur 
nombre varie entre plusieurs centaines et plusieurs milliers par cellule (par 
exemple, de l’ordre de 3000 pour l’hepatocyte). Les mitochondries ont une taille 
semblable ä celle des bacteries (1 ä 2 qm de long et 0,2 ä 0,5 pm de diametre) et 
eiles ont egalement un double Systeme membranaire phospholipidique : membrane 
interne et externe. 

Les mitochondries contiennent de l’ADN qui a une taille et une Organisation 
physique tres variees mais qui est le plus souvent circulaire, un trait qui le 
rapproche de celui des bacteries. Cependant, son potentiel de codage est tres reduit 
et l’ADN mitochondrial humain, par exemple, contient 37 genes et code seulement 
13 proteines, toutes associees ä l’oxydation phosphorylante. Les autres proteines 
mitochondriales sont codees par le genome nucleaire et sont importees. 

La membrane externe des mitochondries est permeable ä de petites molecules 
(masse moleculaire < 5 kDa), car eile possede de la porine, une proteine qui est 
organisee en pore transmembranaire. Les replis de la membrane interne permettent 
une augmentation importante de la surface dans un volume donne. La membrane 
interne est tres riche en proteines. Elle contient surtout des transporteurs de 
molecules anioniques (nucleotides, Pi, metabolites...) et de cations (Ca" + ), ainsi 
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que toutes les proteines de la chaine respiratoire et de l'ATP synthase associees au 
Systeme de l’oxydation phosphorylante (figure 8). 

Les transporteurs mitochondriaux de molecules anioniques se repartissent en deux 
categories : electroneutres ou electrogeniques. Les echangeurs electroneutres de 
type antiport: phosphate inorganique (Pi)/OH , Pi/malate, malate/citrate, malate/a- 
cetoglutarate ou pyruvate/OH fonctionnent de fagon reversible et symetrique. Les 
transporteurs electrogeniques sont asymetriques, irreversibles et ils requierent pour 
fonctionner la presence d’un potentiel de membrane. Le mieux caracterise est le 
translocateur ADP/ATP [FlORE et al., 1998]. C’est la proteine majoritaire de la 
membrane interne mitochondriale et sa masse moleculaire est voisine de 30 kDa. 
A pH 7, l’ATP et l’ADP ont respectivement 4 et 3 charges negatives. Dans une 
Situation physiologique normale, le transport de l’ADP du cytosol contre de l’ATP 
de la matrice mitochondriale se produit sans compensation de Charge. L’exces de 
charges negatives du cöte cytosolique de la membrane interne cree un potentiel de 
membrane qui contrecarre le transport si la chaine respiratoire n’apporte pas de 
protons. Ainsi, sont garanties des conditions qui imposent Timportation d’ADP 
dans la mitochondrie et l’exportation d’ATP vers le cytosol (figure 8). Dans le 
processus de l’oxydation phosphorylante, la Cascade de reactions d’oxydo-reduc- 
tion dans la chaine respiratoire est couplee ä la Synthese d’ATP catalysee par une 
enzyme complexe : la Fl-Fo ATPase. 


H+ ADP -*• 



Figure 8 - Schema de l'organisation des complexes enzymatiques 
de l'oxydation phosphorylante dans la membrane interne mitochondriale 

La chaine respiratoire mitochondriale est formee par la NADH deshydrogenase, la succinate 
deshydrogenase, le cytochrome bei, le cytochrome c et la cytochrome oxydase. 
L'ubiquinone, oxydee ou reduite (Q ou QH 2 ), est une petite molecule soluble et tres mobile 
dans le cceur de la membrane phospholipidique. Le trajet redox en direction de l'oxygene 
(symbolise en traits gras) s'accompagne d'une translocation de protons depuis la matrice 
vers l'espace intermembranaire (traits continus). L'ATP synthase utilise le gradient de 
protons pour former de l’ATP ä partir d’ADP et de phosphate inorganique (Pi). Le 
translocateur des adenines nucleotides (Anc) catalyse l'echange ADP/ATP et alimente l'ATP 
synthase en ADP tout en exportant l’ATP neo-synthetise vers l'espace intermembranaire et le 
cytosol. 
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L’une des avancees les plus importantes en biologie dans la deuxieme moitie du 
xx e siede a ete la comprehension du couplage energetique entre la respiration 
cellulaire et la Synthese de l'ATP. Le mecanisme chimiosmotique, formule dans les 
annees 1960 par le biochimiste britannique Peter MITCHELL 4 , explique que 
l’energie d’oxydo-reduction liberee lors du cheminement des electrons dans la 
chame respiratoire allant du NADH ä l’oxygene sert, gräce ä un transfert vectoriel 
de protons, ä etablir une force proton-motrice comprenant deux composantes inter- 
changeables : potentiel de membrane et gradient de pH [MITCHELL & MOYLE, 
1967 ; MITCHELL, 1979], Dans la mitochondrie, le mouvement des protons a lieu 
depuis la matrice mitochondriale vers le cytosol. Le retour des protons par le 
secteur membranaire Fo de l'ATP synthase, est couple ä la formation d’ATP ä 
partir d’ADP et de Pi qui est catalysee par le secteur Fl. 



_complexe 
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lamelle recouverte de Ni-NTA 


complexe a 3 ß 3 y 
de I'ATPase 


Figure 9 - Un Systeme experimental pour observer la rotation de l’ATPase-Fl 

L’enzyme isolee est ancree ä la surface d'une lamelle de verre couverte de nickel (Ni-NTA : 
Ni 2+ -nitriloacetate) par l’intermediaire d’extensions polyhistidine introduites ä l’extremite 
N-terminale des trois sous-unites ß. Un long filament d’actine polymerisee, rendu fluorescent 
par la fixation d’un reactif chimique pour etre visible par microscopie optique, est attache par 
un couple streptavidine-biotine ä l’extremite de Taxe central de la sous-unite y. L'addition 
d’ATP fait tourner le filament d’actine. La comparaison entre l’energie libre d'hydrolyse de 
l’ATP et Tenergie de rotation montre que le moteur fonctionne avec une efficacite presque 
parfaite. Un tel dispositif prefigure des nanomachines du futur oü l'enzyme ferait tourner une 
petite barre metallique, teile une pale d’helicoptere. 


4. Les decouvertes en bioenergetique sur les principes de transfert d’energie et les mecanismes 
enzymatiques de la synthese d’ATP ont dejä valu ä la discipline deux prix Nobel de Chimie. Le 
Premier a ete attribue ä Peter Mitchell en 1978 et le second partage par Paul Boyer et John 
Walker en 1997. 
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Les mecanismes moleculaires du fonctionnement de l'ATP synthase ont ete clari- 
fies par la determination de la structure de cristaux de la partie catalytique Fl de 
l'enzyme. L’equipe de John WALKER ä Cambridge (Angleterre) a reussi ce travail 
remarquable sur un ensemble proteique de tres grande taille (environ 400 kDa), 
compose de cinq sous-unites differentes (a, ß, y, 5, e) avec une stoechiometrie 
a 3 ß,ySe. L’asymetrie structurale des trois couples a ß, une consequence directe 
de la presence d’un seul ensemble y8e, est cruciale dans le mode fonctionnement 
de l’enzyme complet Fl-Fo qui se comporte comme un moteur rotatif [BOYER, 
1997 ; STOCK et al., 1999 et Yasuda et al., 1998] (voir chapitre V, annexe V-3). 

232.Röle central des mitochondries 

dans le contröle de la mort cellulaire programmee 


La mitochondrie a deux visages. D'une part, eile est la source d'energie meta- 
bolique sous la forme de l'ATP, indispensable ä la vie. D'autre part, eile contröle un 
processus letal mais neanmoins crucial pour le developpement normal des orga- 
nismes multicellulaires: l'apoptose ou mort cellulaire programmee [KROEMER & 
REED, 2000] (figure 10). C’est une forme physiologique de mort cellulaire, en 
Opposition ä un evenement accidentel ou pathologique, et ce phenomene actif 
s'engage en reponse ä des signaux specifiques. 


cytosol 
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Figure 10 - Formation d'un pore de transition de permeabilfte mitochondrial 
dans la phase effectrice qui precede l'execution du Programme de mort cellulaire 

a - les composants du pore comprennent la porine localisee dans la membrane mitochon¬ 
driale externe, le transporteur d'ADP/ATP (anc) localise dans la membrane mitochondriale 
interne et capable d'interagir avec la cyclophiline mitochondriale (cyp). Le cytochrome c est 
associe ä la face externe de la membrane interne et le facteur inducteur de l'apoptose (AIF) 
se situe dans l'espace intermembranaire. 

b - dans la configuration ouverte du pore, de l'eau et des ions entrent dans la mitochondrie 
et induisent une dissipation du potentiel de membrane, un gonflement de la matrice. La 
rupture de la membrane externe provoque le relächement dans le cytosol du cytochrome c 
et de AIF. 
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II se caracterise par la coupure de l'ADN nucleaire, une diminution du volume 
cellulaire et la formation de protuberances (corps apoptotiques) qui sont phago- 
cytees par les macrophages. Ainsi, les cellules mourant par apoptose n'entrainent 
pas de reaction inflammatoire comme lors de la necrose. 

La membrane externe mitochondriale isole dans l'espace intermembranaire des 
proteines potentiellement dangereuses par leurs fonctions apoptotiques, comme le 
cytochrome c, un composant de la chaine respiratoire, associe ä la face externe de 
la membrane interne et le facteur inducteur de l’apoptose (Apoptosis Inducing 
Factor, AIF) [LORENZO et al„ 1999]. 

2.4. Les lysosomes : des organites au contenu acide 

QUI CONTIENNENT UNE RICHE PANOPLIE D’ENZYMES DE DEGRADATION 

Les lysosomes (les vacuoles chez les plantes et les levures), limites par une seule 
membrane phospholipidique, sont des organites de taille et de forme tres hetero¬ 
genes qui empaquettent des enzymes hydrolytiques et occupent une place privi- 
legiee dans le catabolisme cellulaire. En moyenne, ils sont plus petits que les 
mitochondries et en nombre plus reduit (quelques centaines par cellule). Les 
hydrolases lysosomales degradent le materiel exterieur ingere par endocytose 
ou phagocytose mais attaquent aussi les materiaux de la cellule elle-meme pour 
des fonctions de maintenance ou d’autophagie. Elles degradent les polymeres et 
les molecules complexes en leurs elements constitutifs (acides amines, Sucres, 
acides gras...). Les grandes classes d’hydrolases lysosomales sont des proteases 
(cathepsines, collagenases...), des glycosidases (hexosaminidase, glucosidase, 
mannosidase...), des enzymes de degradation de l’ADN et FARN (nucleotidases) 
et des phospholipides (phospholipases, lipases). Un certain nombre de maladies 
hereditaires sont dues ä des deficiences lysosomales. Souvent, dans ces patho- 
logies, le materiel non degrade engorge le lysosome qui voit sa taille augmenter et, 
ä terme, la cellule meurt. 

L’interieur du lysosome est maintenu ä un pH acide voisin de 4,5 gräce ä une 
H + -ATPase membranaire qui fait passer les protons depuis le cytoplasme qui est ä 
un pH proche de la neutralite (pH 7,5) vers Finterieur du lysosome et cree ainsi un 
fort gradient de pH. Le pH intralysosomal acide est optimal pour l’activite enzy- 
matique des hydrolases lysosomales qui sont tres peu actives ä pH neutre comme 
dans le cytoplasme ou les fluides extracellulaires. Ainsi, si un lysosome est detruit 
et reläche son contenu dans de tels espaces, la degradation des composants sera 
limitee. 

Les mecanismes de ciblage des hydrolases acides et des proteines membranaires 
lors de la biogenese du lysosome sont complexes. Ainsi, lors de leur biosynthese et 
dans une phase post-traductionnelle, les hydrolases sont modifiees dans Fappareil 
de GOLGI oü elles acquierent des residus mannose-6-phosphate qui vont servir de 
signaux de tri, reconnus par des recepteurs membranaires specifiques pour leur 
permettre de rejoindre selectivement leur destination lysosomale. 
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3. CONCLUSION 


Des connaissances importantes se sont accumulees au cours de ces 40 dernieres 
annees dans tous les secteurs de la biologie cellulaire. Cette periode a illustre la 
richesse des demarches reductionnistes : par le fractionnement, l’isolement, l’etude 
des organites et de leurs composants moleculaires hors de leur environnement 
cellulaire, il a ete possible de comprendre leur fonctionnement dans le detail. Cette 
approche s'est appuyee sur les extraordinaires progres de la biologie moleculaire et 
structurale, ainsi que des nouvelles donnees de la genomique. Les organismes 
modeles eucaryotes sont de veritables pierres de Rosette pour aider ä dechiffrer les 
donnees issus du sequen^age du genome humain et comprendre le fonctionnement 
moleculaire de notre organisme. Avec les outils qui sont maintenant disponibles et 
les cadres conceptuels appropries, les recherches sur les grands problemes de biolo¬ 
gie doivent se completer par des etudes qui integrent les acquis parcellaires dans le 
contexte du fonctionnement global et concerte de la cellule et de l'organisme. 
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1. Breve histoire de la genetique de Mendel i Monod 

En 1745, BUFFON ecrivit, en son chäteau de Montbard, au Nord de Dijon, la 
premiere phrase du chapitre III du tome 2 de son Histoire Naturelle, qui est une des 
phrases fondatrices de la biologie moderne (figure 1). 


16S CEUVRES COMPLETES DE BUFFON. 


CHAPITRE 111 

DE LA NUTRITION ET DU DEVELOPPEMENT 

Le corps d’«n animal est une espece de moule interieur, dans lequel la 
matiere qui sert ä son accroissement se modele ets'assimile au total; de ma¬ 
ttiere que, sans qu'il arrive aucun changement ä l’ordre et ä la proporlion 
des parties, il en resulle cependant une augmentation dans chaque partie 
prise separement, et c'est cette augmentation de volume qu'on appelle deve- 
loppement, parce qu’on a cru en rendre raison en disanl que l’animal elant 
forme en petit comme il Fest en grand, il n'elait pas dilFieile de concevoir que 
ses parties se developpaienl ä mesure qu’une matiere accessoire venait 
augmenter proportionnellement chacune de ces parties (*). 


Figure 1 ■ Texte de Buffon issu de I ’Histoire Naturelle (tome 2,1745) 
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Cette phrase de Buffon concemant l'existence d’un « moule interieur » chez tout 
animal peut etre consideree, 120 ans avant Claude BERNARD, comme posant dejä 
le principe de l'homeostasie du milieu interieur, ce que les mathematiciens de la 
dynamique qualitative traduisent maintenant par l'existence d'attracteurs dans les 
organismes doues d'un metabolisme regule de maniere endogene. 

Un demi-siecle apres BUFFON, LäMARCK, dans son celebre Discours d'ouverture 
de l'Academie Royale des Sciences du 21 floreal an huit de la Republique (10 mai 
1800), pose le principe d'une evolution progressive, fondee sur l'adaptation, au 
cours de laquelle la fonction cree l'organe et son non-usage Vaneantit. Cette 
affirmation precise la maniere dont la notion de moule interieur d’un organisme 
vivant (constitue de l’ensemble des fonctions de sauvegarde de 1’homeostasie de 
cet organisme) a evolue dans sa relation fonctionnelle avec l'environnement 
[LAMARCK, 1802], 



G. MENDEL 

(1822 ■ 1884 ) 



Figure 2 - Notes manuscrites de Gregor MENDEL 
llustrant les calculs qu'il avait effectues pour re-examiner les 
donnees issues des experiences sur l'hybridation des plantes 

(voir http//www. mendel-museum.org) 


MENDEL, 65 ans plus tard [MENDEL, 1865], c’est-ä-dire au moment meme oü 
Claude BERNARD concevait le principe de regulation homeostatique [BERNARD, 
1865], travaillant sur la transmission de caracteres morphologiques chez le pois de 
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senteur, sans connaitre la notion de chromosome (le mot fut invente seulement en 
1888 par WALDEYER), definit neanmoins parfaitement les lois de la Segregation du 
materiel genetique, entre les deux gametes issus d’une meiose chez Tun des deux 
parents d’une generation de pois de senteur. Travaillant dans un petit jardin 
(200 m 2 environ) de son monastere de Brno (figure 2), il parvint ä decrypter la loi 
de Segregation d'un caractere morphologique mono-genique (voir encadre), comme 
le caractere ride ou lisse du pois de senteur, plante dont l'auto-fecondation permet 
de controler experimentalement les generations successives. 


La loi de segregatlon de Mendel 

On peut expliquer simplement la loi de sögregation d'un caractöre mono-gönique de la 
maniöre suivante : 

Deux parents (en haut, le p£re et, en bas, la möre) ont un phenotype (c’est-ä-dire une 
apparence) • yeux marrons », tout en ayant un allele röcessif ■ yeux bleus • et un allöle 
dominant (c'est-ä-dire imposant son phönotype au röcessif) ■ yeux marrons ». Leurs 
enfants auront alors 1 Chance sur 2 d'etre comme leurs parents (« yeux marrons « avec 
2 allöles difförents), et 1 Chance sur 2 d’avoir deux fois le meme allele, donnant soit 
■ yeux marrons * soit ■ yeux bleus »(1 Chance sur 4). 



Figure 3 - La loi de segregatlon de Mendel 
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Actuellement, les principes de base de la Segregation meiotique mendelienne ne 
sont pas remis en cause. Les recherches actuelles sont centrees sur les mecanismes 
biochimiques permettant les echanges de materiel genetique [enjambement ou 
crossing-over, puis transport sur le fuseau achromatique (voir chapitre 3, § 1)], 
dynamique complexe qui exige l’existence d’un equilibre transitoire sous tension 
des chromosomes en cours d’echange [Faraut & Demongeot, 2000] et sur les 
anomalies de cette Segregation (eomme, par exemple, les translocations reci- 
proques [COHEN et al., 1994, 1996, 2001 et FARAUT et al., 1999]). Ces anomalies 
ont ete observees pour la premiere fois systematiquement par H. DE VRIES 
[DE VRIES, 1901] chez une plante, l’herbe aux änes ou onagre, dejä etudiee par 
LAMARCK, et dont le nom scientifique est Oenothera lamarckiana (voir figure 17). 
DE VRIES a qualifie ä tort ces translocations de mutations en 1902, dans son 
ouvrage Die Mutations Theorie, mais l’existence de mutations reelles, dues ä des 
agents exogenes (ionisants par exemple), est devenue ensuite rapidement le support 
physique de la theorie de l’evolution emise par Darwin environ 40 ans plus tot 
[DARWIN, 1859]. A la suite de Fexpedition du Beagle, en particulier aux Ties 
Galapagos, dans le massif de la Campana, dans la vallee de l’Aconcagua et en 
Terre de Feu, l’observation de l’extraordinaire diversite des especes et des condi- 
tions environnementales lui permit de postuler Fhypothese de la selection de 
l’espece « Variante » la mieux adaptee ä Fenvironnement. Cette adaptation regit 
la phylogenese. Elle a pour consequence une Ontogenese optimale sous des 
contraintes exogenes donnees. C.H. WADDINGTON Fa traduite en 1966 en disant 
que Fembryon decrivait une trajectoire ideale dans le paysage morphogenetique 
(appele chreode, figure 4), defini par les concentrations des constituants de l’orga- 
nisme en cours de formation [WADDINGTON, 1966]. Cette trajectoire exprime les 
lois physico-chimiques classiques (diffusion et reaction essentiellement, voir 
annexe IV), mais aussi bien sür les lois de la regulation genetique qui peuvent faire 
bifurquer les trajectoires physico-chimiques, dites epigenetiques, vers des compor- 
tements phenotypiques multiples. Par exemple, des mecanismes de double 
repression ne sont pas rares dans la regulation des reseaux genetiques decrits ci- 
apres '. La technique des biopuces (voir § 9) permet actuellement de detecter les 
genes dont la co-expression est responsable de telles bifurcations. 

Une theorie ancienne, due ä Haeckel [Haeckel, 1874] et revisitee recemment 
[RlCHARDSON et al., 1997], tente de relier Fontogenese ä la phylogenese, en disant 
que la premiere recapitule (en partie seulement) la seconde, ce qui montre la 
rigueur des contraintes qu’exprime la necessite du vivant selon MONOD : meme si 
une solution morphologique a ete trouvee au hasard, eile s’est inscrite durablement 
dans le patrimoine genetique si eile a optimise une certaine fonction d’adaptation 
(fitness ) darwinienne. 


I. Par exemple, vers le sexe feminin ou le masculin, par repression, par un gene du chromosome Y, 
du gene du chromosome X qui reprime la morphogenese des Organes sexuels mäles. 
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ATGGCATGT ... TGA 



gene de regulation 


Figure 4 - Action d’un gene dans une chreode de Waddington 

Represente au-dessous de la surface de concentration d'un morphogene, le gene de regula¬ 
tion modifie les parametres structuraux (comme la vitesse maximale d’une enzyme) du 
paysage morphogenetique gouvernant la trajectoire epigenetique responsable du phenotype. 


La Segregation permet en effet de transmettre, non seulement les genes parentaux, 
mais egalement les reseaux de regulation (par leurs produits d’expression, les pro- 
teines) qui leur sont associes : lorsque ces reseaux correspondent ä une fonction 
bien precise (par exemple le metabolisme du lactose, figure 5), ils rassemblent 
plusieurs groupes de genes contigus transcrits en une seule molecule d’ARNm, 
auxquels F. JACOB et J. MONOD ont donne, en 1960, le nom d’operons [JACOB et 
al., I960], Cette denomination apparait environ cent ans apres la decouverte de 
MENDEL. Monod, ä la suite d’un sejour dans le laboratoire de MORGAN, avait 
herite de la connaissance de la Segregation mendelienne transposee dans le monde 
animal (celui de la drosophile) par T.H. MORGAN [MORGAN et al., 1923] et avait 
egalement decouvert aux Etats-Unis le dogme fondamental de la genetique « un 
gene = une enzyme », invente par BEADLE et TATUM [BEADLE & TATUM, 1941]. 
Celui-ci a ete depuis remplace par l’adage « un gene = une famille de proteines 
dont la sequence primaire d’acides amines 2 et la conformation 3D dependent des 
mecanismes de regulation transcriptionnelle et des conditions de maturation ». 

Avant d’aborder les mecanismes fonctionnels complexes lies ä l’expression des 
genes, nous allons donner quelques precisions sur l’anatomie du genome, en parti- 
culier sur la principale molecule qui en est le support, l’acide desoxyribonucleique 
ou ADN. Sa structure fut decouverte en 1953 par J.D. WATSON et F. CRICK 
[WATSON & CRICK, 1953], mettant ainsi, avec MONOD et JACOB, un point final au 
siecle le plus florissant de l’histoire de la genetique, que d’aucuns ont appele « le 
matin des geneticiens ». 


2. Voir le paragraphe 2.1 plus loin. 
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Figure 5 - Jacques Monod dans son laboratoire ä Nnstitut Pasteur vers 1970/1975 

(© Institut Pasteur) 

Nous presenterons, dans la suite, des informations generales sur le materiel gene- 
tique et les mecanismes de son expression. Nous indiquons au lecteur en fin de 
chapitre un ensemble d’ouvrages qui proposent une description plus precise et plus 
complete de la genetique anatomique et fonctionnelle, en particulier pour la cellule 
procaryote et la cellule eucaryote. 


2. Structure etdynamique de l’ADN 
2.1. Structure de base 

L'ADN (Acide Desoxyribo Nucleique) a une forme de double helice droite. La 
figure 6 indique la premiere representation simplifiee de la molecule d’ADN 
donnee par J.D. WATSON et F, CRICK dans leur article princeps publie dans Nature 
en 1953 [WATSON & CRICK, 1953]. Chaque helice est une longue chalne formee 
par l’enchamement de nucleotides, relies entre eux par des liaisons 5’ —>3’ 
phosphodiester (figure 7). Chaque nucleotide unit, par une liaison N-glycosidique, 
un desoxyribose 5’phosphate ä une base purique (adenine [A], guanine [G]) ou 
pyrimidique (thymine [T], cytosine [C]). 

Les deux chaines s’associent entre eiles par complementarite des bases : A-T et 
C-G via des ponts hydrogene : deux entre A et T et trois entre C et G. 
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petit sillon grand sillon 



Figure 6 - La double helice {d’apres le dessin original de F. Crick et J.D. Watson) 

Les bases sont des molecules planes. Leurs plans sont paralleles entre eux et 
perpendiculaires ä Taxe de l’helice. Le pas de l’helice est de 34 Ä. Le squelette des 
Sucres (squelette pentose-phosphate) est constitue de deux chaines helicoidales 
anti-paralleles. Les aretes creees par l’enchainement des groupements phosphates 
definissent deux sillons : le petit et le grand sillon. Les bases ne sont accessibles 
aux proteines qu’au niveau du grand sillon, lieu d’interaction proteines-ADN. 


NH 2 



Figure 7 - Nucleotides, liaison N-glycosidique et liaison 5’-3' 

(d’apres Alberts et al., 1998, © Routledge/Taylor & Francis Books, Inc.) 
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Les deux brins sont composes de sequences de bases complementaires. La comple- 
mentarite des bases explique la cohesion de la molecule. Les deux chaines de 
nucleotides sont anti-paralleles, c’est-ä-dire que les deux directions de leurs 
liaisons 5’-3’ sont opposees (voir figure 6). 

II existe trois formes de l'ADN, dites formes tautomeriques : 

S B : type decrit ci-dessus (figure 6), 

S A : forme deshydratee, 

S Z : helice gauche. 

L’unite elementaire d’information est le triplet de nucleotides ou codon. On 
appelle code genetique (figure 8) l'ensemble des relations faisant correspondre les 
differents triplets avec les differents acides amines (AA). Ce transcodage s'appelle 
traduction. Le code genetique est: 

S non-ambigu : un triplet correspond ä un seul AA, 

S non-chevauchant: les triplets sont lus successivement, 

Z degenere : plusieurs triplets (de 1 ä 6) peuvent correspondre au meme AA, 

•S sans ponctuation interne : il n’y a que des triplets codant pour l’initiation et la 
terminaison d’une « phrase » proteique, faite de la succession des triplets 
correspondant ä la succession des AA de la proteine. 



Figure 8 - Le code genetique 

II est, de plus, universel, c’est-ä-dire qu'il ne varie pas d’une espece ä l’autre, et, ä 
l’interieur d’une meme espece, d’un type cellulaire ä l'autre. Sa degenerescence 
est non-equilibree (certains AA sont representes par 1 codon et d’autres par 6) et 
certains codons ne codent pas pour des AA, mais pour des signaux d’initiation 
(AUG) ou de terminaison (UAA, UAG, UGA) des proteines. 
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L’evolution possible du code genetique ä partir d’un Code archetypal plus ancien 
est discutee dans l’annexe II- 1. L'optimalite du code actuel, en terme de code 
cyclique 3 et de code minimisant les erreurs de transcription, a ete demontree et 
pourrait etre la consequence de cette evolution qui aurait privilegie un code ayant 
des capacites auto-correctrices (c’est-ä-dire capable d’eliminer l’effet de mutations 
ponctuelles, du fait d’une repartition adequate des codons synonymes). 

2 . 2 . Denaturation-reassociation de l'ADN 

La denaturation, prouvee par R. THOMAS il y a environ 50 ans, est la Separation des 
deux brins d'ADN. Elle est totalement reversible : le processus inverse est la 
reassociation (ou renaturation, ou hybridation) . La vitesse de reassociation est 
estimee par le COT (Concentration-Temps), plus exactement par le COT50, qui est 
le temps correspondant ä 50% de reassociation. Le COT permet de distinguer 
differentes classes d’ADN, en fonction de leur degre de repetition. 


23. Dynamique de l’ADN 

La structure classique de l’ADN peut se modifier, donnant lieu ä divers change- 
ments de conformation de la molecule. Les changements de forme tautomeriques 
vont, par exemple, de A en Z, lors d’une modification du degre de methylation des 
cytosines. 

Une sequence d'ADN (et donc l'expression genique) peut etre egalement modifiee 
par des sequences mobiles, cornme les sequences d’insertion ou transposons (chez 
les procaryotes), qui sont capables de replication, de teile sorte que la copie 
s’insere dans une autre partie du genome. 

L'amplification d'une sequence peut aussi se produire par sa multiplication sur le 
meme site. 


3. Organisation de l’ADN : chromatine et chromosomes 


Dans le noyau de la cellule eucaryote, l’ADN, lie ä des proteines nucleaires, 
presente une structure particuliere complexe, constituant le materiel genetique 
fonctionnel, appele chromatine. Celle-ci represente l’organisation normale de 
l’ADN nucleaire durant le cycle cellulaire, en dehors de la mitose ou de la meiose, 
phases ultimes du cycle pendant lesquelles l’ADN est condense sous forme de 
chromosomes. 


3. C’est-ä-dire fonde sur l’existence d’une sequence lue sur ses trois premieres bases obtenues apres 
des permutations circulaires. Les mots de longueur k issus d’un code cyclique de longueur n > k 
sont generes par l’ensemble des k premieres lettres des permutations circulaires du code. 



40 


Olivier Cohen - Jacques Demongeot 


3.1. La structure de base, fibre de 100 Ä de diametre 

Cette fibre est constituee par l’association de l’ADN ä des proteines, appelees 
histones, riches en AA basiques, nommees H 2A , H 2B , H 3 et H 4 . Elle est organisee 
en structures globulaires, appelees nucleosomes. Les nucleosomes sont relies entre 
eux par de l’ADN inter-nucleosomique (linker) et de l’histone H, (figure 9). 



10 pb 


ADN linker 
(inter nucleosomique) 


nucleosome 


60 Ä 


110 Ä 


—► Site de coupure par la DNase I (tous les -< Site de coupure par 
—► 10 pb avec pröference tous les 20 pb) la DNase de microcoque 


Figure 9 - Organisation en nucleosomes de la fibre de 100 Ä 

(d’apres Kaplan & Delpech, 1993, droits reserves) 


3.2. La superstructure de base, fibre de 300 A de diametre 

La fibre de 100 Ä se bobine en helice pour former un solenoi'de de 300 Ä de 
diametre, dont le pas est constitue de 6 nucleosomes. Cette fibre est hautement 
stabilisee par l’histone H,, qui joue un röle d’agrafe, assurant la rigidite de la super¬ 
structure helicoi'dale. 

33. Organisation en chromosomes 

Lors de la mitose, le chromosome humain constitue un fragment du materiel 
genetique total contenu dans le noyau d'une cellule humaine, identifie en 
microscopie optique par WALDEYER en 1888. II a une structure heterogene et cette 
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heterogeneite morphologique traduit une heterogeneite fonctionnelle. D’autres 
niveaux de structuration hierarchises, moins bien compris, concourent ä la 
condensation chromatinienne. 

33.1. Morphologie commune 

Chaque chromosome est forme de deux chromatides, reunies en une region 
centrale, le centromere, chaque Chromatide se terminant par une structure parti- 
culiere, appelee telomere. Celle-ci constitue la partie du chromosome la plus 
sensible au processus de vieillissement, ce qui provoque des erreurs de duplication 
apres un nombre de mitoses dependant du tissu (limite de HAYFLICK). La place du 
centromere permet de distinguer deux bras, Lun court (de longueur p) et l’autre 
long (de longueur q). La localisation des genes sur les bras est reperee soit en 
distance physique en comptant le nombre de bases (mesuree en kilo-base), soit en 
distance fonctionnelle en comptant le nombre de sites de rearrangement par 
crossing-over (mesuree en centimorgan) , cela ä partir du centromere (figure 10). 



Figure 10 - Les chromosomes humains et leurs bandes, 
avec leurs bras courts (p) et longs (q) separes par les centromeres 

(d’apres U. Franke, Cytogenet. Cell Genet. 31, 24-32 (1981) S. Karger AG, Basel) 


On appelle indice centromerique le rapport i = p / q. II permet de distinguer des 
morphologies differentes des chromosomes, appeles metacentriques (i > 1/2), 
submetacentriques (i ~ 1/2) et acrocentriques (i < 1/2). 
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332. Aspects en microscopie optique 
Aspects generaux 

Les chromosomes sont de petits bätonnets qui, apres avoir ete soumis ä des tech- 
niques de denaturation des proteines, puis de coloration, presentent des bandes 
(figure 10). II existe differentes methodes de denaturation faisant apparaitre diffe¬ 
rentes bandes, ce qui rend compte de l’heterogeneite de leur contenu. La nomen- 
clature internationale distingue : 

■S les bandes G, en noir sur la figure 10, car sensibles ä la coloration Giemsa, 

■S les bandes R, en blanc, en particulier au niveau des telomeres, 

'S les bandes C, en gris, qui visualisent 1’ heterochromatine constitutive. 

Le nombre de bandes revelees peut varier largement selon le chromosome (400 ä 
2 000 bandes) et definit le niveau de resolution de l’examen chromosomique. 

Signification des bandes 

'S Les bandes G sont riches en AT, en introns et en sequences repetitives. Elles 
sont le siege d’une replication tardive. 

S Les bandes R sont riches en CG et en genes et sont pauvres en sequences 
repetitives. Elles sont le siege d’une replication precoce. 

S Les bandes C sont constituees de chromatine tres condensee et sont visibles 
surtout dans la premiere phase Gl du cycle cellulaire (voir chapitre 3, § 1). 

3.33. Aspects en microscopie electronique 

En microscopie electronique ultra-structurelle, on peut observer le squelette du 
chromosome sous la forme d’un reseau proteique. On peut egalement observer son 
Organisation en nucleosomes et son empaquetage par les histones Une deple- 
tion en histones fait apparaitre des boucles d’ADN. 

3.4. Dimension du genome haploide 

Le genome haploide humain pese environ 3 pg et mesure environ 1,2 m, soit 
environ 3,5 Gbases (5 bases/1,7 nm, soit 10 bases par tour d'helice primaire 
d’ADN), correspondant ä une quantite d’information de 1 Gigaoctet 4 , c’est-ä-dire 
environ la meme que celle contenue dans VEncyclopaedia Britannica. Ces 
dimensions montrent le degre avec lequel l’ADN est compacte dans un noyau 
cellulaire de quelques micrometres cube (|X 3 ). II y a une correlation entre la quantite 
d’ADN d’une espece et sa complexite : en particulier, les organismes pluri- 
cellulaires ont un ADN plus important que les uni-cellulaires et leur nombre de 
tissus est correle positivement avec la taille de leur ADN. 


4. Chaque base apporte 2 bits d’information, puisque la probabilite de son occurrence est de 1/4 
environ. 
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4. Differentes sortes d'ADN 


L'ensemble des zones d’ADN codant des proteines ne represente qu’une toute 
petite fraction (10%, correspondant ä 350Mbases, soit 35 000 genes codant des 
proteines, de 10 000 bases environ chacun en moyenne) de la totalite de l’ADN. La 
majorite de l’ADN (90%) est de type « repete », c’est-ä-dire constitue de sequences 
en general courtes (une dizaine de bases) repetees un grand nombre de fois. 

4.1. L'ADN « NOBLE » : LES GENES 

4.1.1. Definition 

Le gene est Vunite d’heredite. 

Chaque gene est une sequence d’acide nucleique qui porte l’information necessaire 
ä la construction d’un polypeptide (ou proteine) ou d’une molecule d’ARN 
fonctionnelle comme TARN de transfert (voir § 5.3). Un gene est une entite stable ; 
un changement dans sa sequence s’appelle une mutation : eile peut etre ponctuelle 
ou affecter plusieurs bases. 

Plusieurs concepts de gene se sont succedes historiquement: 

S La conception classique consiste ä associer gene et unite de Segregation (ou de 
transmission) : le gene ne peut etre decele que par l’effet qu’il exerce. Les 
caracteres phenotypiques distinctifs correspondent ä un meme gene qui existe 
sous differentes formes ou alleles. Cependant, une unite de Segregation peut 
correspondre ä plusieurs genes. Ainsi, un haplotype correspond ä une combi- 
naison d’alleles situes au niveau de loci (c’est-ä-dire de localisations sur le 
chromosome) proches, et transmis ensemble. 

S Le gene est une unite de transcription. Ce concept est fonde sur la constatation 
que de nombreux genes ont une taille bien plus importante que celle de leur 
ARN messager (ARNm) . Ce terme, invente par MONOD et JACOB, designe une 
molecule d’Acide Ribo Nucleique (ARN) ayant la meme sequence que la partie 
codante du gene, la base T etant remplacee par la base U (uracile) 5 . Ce concept 
d’unite de transcription prend en compte, des 1976, la nature morcelee des 
genes (voir § 4.12). 

Le gene est un message. 

Ce message est constitue de sequences codantes ou exons, separees par des 
sequences non-codantes ou introns, et balisees par des signaux. Les introns sont 
des sequences interposees, supprimees dans la transcription, comme nous le 
verrons au paragraphe 5.2.3 6 . Un gene commence et finit toujours par un exon, 


5. Une description plus complete de TARNm est proposee plus loin dans le paragraphe 5.1. 

6. Nous verrons egalement que des exons peuvent etre supprimes (§ 6.2.5). 
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l’initial et le terminal, correspondant respectivement aux extremites 5’ et 3’ de 
l’ARNm. Le nombre d’introns entre les deux exons extremes est variable. Seuls les 
eucaryotes ont des sequences codantes interrompues, mais tous les genes 
eucaryotes ne sont pas en mosai'que. II n'est pas possible de trouver une relation 
entre la taille du gene et celle de son ARNm. 

D’importantes caracteristiques sont communes ä tous les genes morceles : 

S 1’ordre dans lequel apparaissent les differentes parties du gene morcele est le 
meme dans le genome que dans l’ARNm mature. Les genes sont donc 
morceles, mais pas disperses, 

S les introns n'ont pas de fonction codante, 

S un gene morcele a la meme structure dans tous les tissus, qu’il soit exprime ou 
non dans ce tissu. Par consequent, la presence d’un intron est une caracteristique 
invariable d’un gene. 

II n’y a pas de rapport direct entre la taille d’une proteine et celle de son gene. 

4.12. Structure d’un gene 

II n’existe pas de structure definie absolue, mais la description que nous allons voir 
ä present est la plus frequente : 


5' 


Sequence regulatrice 


Exon/Intron 

T ▼ 


CAAT TATA 



ATG 

m 


■ 


AATAAA/TAG 


- 70 - 30 - 25 


Figure U - Schema d’un gene codant pour une proteine 

Un gene est constitue d’un promoteur et d’autres elements de contröle situes en 
amont du gene, puis du gene lui-meme et, enfin, d’une terminaison. 

La region amont (en 5’) est une region de regulation. 

Non-transcrite, eile est necessaire pour que la transcription puisse s’effectuer 
normalement. Elle peut comporter differentes sequences regulatrices : vers - 100 
bases par rapport au site d’initiation de la transcription commence la region promo- 
trice. Un promoteur peut etre defini comme une sequence invariable d’ADN 
reconnue par TARN polymerase. De -70 ä -80, se trouve tres souvent une 
sequence CAAT, oü se fixent des facteurs proteiques de regulation de la transcrip¬ 
tion, comme nous le verrons plus loin. De - 25 ä - 30, on retrouve le plus souvent 
la sequence TATA, appelee TATA box (figure 11). C’est ä ce niveau que se fixe 
TARN polymerase. La presence d’une TATA box n’est pas indispensable ä la 
transcription. En effet, une deletion ou une mutation entraine une diminution de la 
transcription (mais pas son arret), ainsi qu’une perte de la fidelite du point exact 
d’initiation [LEWIN, 2000]. 
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La partie transcrite est constituee : 

S du site d’initiation de la transcription - le site d’initiation est defini comme 
etant la paire de bases de l’ADN correspondant au premier nucleotide incorpore 
dans l’ARNm. La base correspondant ä ce site est le plus souvent une purine. 
Suit une partie non-codante de longueur variable, jusqu’ä la sequence ATG 
(codon methionine), site d’initiation de la traduction, 

S d’une alternance exons-introns - comme nous l’avons dejä vu, le gene propre- 
ment dit, chez un eucaryote, est compose d’une alternance d’exons et d’introns. 
Les introns sont limites par des sequences dites Consensus, la sequence GT et 
la sequence AG respectivement en 5’ et en 3’ de l’intron, 

S d’un Signal d’arret - le signal pour l’arret de la traduction est donne par Tun 
des codons stop TAA, TGA, TAG. Enfin, 10 ä 20 bases avant la fin du demier 
exon, est retrouvee une sequence AATAAA, improprement appelee sequence 
de polyadenylation. II s’agit en fait d’une sequence de reconnaissance pour la 
coupure du transcrit primaire. 

Le gene se termine par une region 3’ adjacente tres mal connue (composee de 
sequences regulatrices ?). 

4.1 J. Classement des genes 

On peut classer les genes codant pour les proteines selon le nombre de leurs copies. 

Les genes uniques ou quasi-uniques 

II s’agit de la tres grande majorite des genes. Leur structure correspond ä celle qui 
vient d’etre decrite. La sequence CAAT est souvent absente. Certains genes ont ete 
dupliques au cours de l’evolution. Les deux copies peuvent etre totalement 
interchangeables. Dans d’autres cas, les deux copies ont un peu diverge, donnant 
deux proteines aux proprietes proches, mais differentes. L’expression de l’une ou 
de l’autre de ces copies peut etre fonction du developpement ou de l'organe. 

Les familles de genes 

II s’agit ici le plus souvent d’une extension du phenomene de duplication-diver- 
gence. II en resulte toute une Serie de genes codant pour des proteines proches. 
Parmi les exemples connus, citons la famille des genes myosine. Une des explica- 
tions avancees pour l’existence de telles familles chez un organisme doue d’un 
Systeme immunitaire est la selection d’anti-anti-corps. Leur ARNm est fabrique par 
une cellule immuno-competente pouvant donner la sequence correspondante d’ADN 
par l’effet de la transcriptase inverse si eile contient un retrovirus. Ses proprietes 
catalytiques peuvent etre meilleures que celles de l’enzyme-antigene initial ayant 
donne l’anti-anti-corps par deux mecanismes de reaction immunitaire consecutifs. 

Les superfamilles 

Elles resultent d’un phenomene analogue, mais qui s’est produit beaucoup plus tot 
dans l’evolution. La divergence est teile qu’il est difficile de mettre en evidence les 
relations entre les genes. Un exemple est la superfamille des genes de Timmunite. 
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4.1.4. Une categorie ä part: les genes domestiques 

Certains genes ne s’expriment que dans certains tissus, c’est la base de la differen- 
ciation cellulaire. D’autres, au contraire, codent pour des proteines ubiquitaires, 
indispensables ä la survie cellulaire, comme les genes des enzymes de la glycolyse. 
Ces genes sont appeles genes domestiques ou house keeping et presentent des 
caracteristiques communes : 

S un taux de transcription en general faible et continu, ce qui n’exclut pas une 
eventuelle regulation, 

■S l’absence de TATA box, 

S une grande richesse en sequences CG hypomethylees. Ces doublets repetes de 
tres nombreuses fois sont rassembles en ilots dits HTF, 

S la presence, dans la region 5’ non-codante, de une ou plusieurs sequences 
GGGGCGGG, appelees GC box, sites de fixation de facteurs de regulation de la 
transcription. 

4.15. Les pseudo-genes 

II s’agit de sequences non-fonctionnelles (ni transcrites, ni traduites), du fait d’un 
exces de codon stop, d’un defaut de codon initiateur methionine ou d’une absence 
de region promotrice. De tels pseudo-genes ne sont pas rares. 

42. L’ADN REPETE 

II n’est pas codant et le COT permet de distinguer deux categories : 

42.1. L’ADN haute me nt repetitif 
Ses sequences peuvent etre localisees. 

II correspond ä l’ADN satellite observe en centrifugation et aux bandes C des 
chromosomes, c’est-ä-dire ä 1’heterochromatine. II s’agit de sequences en tandem, 
retrouvees en particulier au niveau des centromeres et des telomeres. 

Certaines sequences sont diffuses : les microsatellites. 

II s’agit d’un exemple extreme de repetition en tandem, oü le motif varie entre 1 et 
4 nucleotides (le plus frequemment 2) et oü le nombre de repetitions ne depasse pas 
la quarantaine. Leur distribution dans le genome (tous les 25-100 kb) les rendent 
extremement precieux dans les analyses genomiques. Les motifs de taille 1 sont 
dits « polymorphiques mononucleotidiques » (SNP en anglais). 

422. L’ADN moyennement repetitif 

II est constitue de sequences repetees plus longues que dans la categorie precedente 
et dispersees dans le genome. II correspond ä de l’ADN mobile (retroposons). Une 
categorie particuliere est representee par les sequences Alu. qui sont formees de 
repetition de dinucleotides AT. 
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5. Expression des genes 

5.1. Transcription 

C’est la Synthese d’une copie d’ARNm ä partir d’une sequence nucleotidique parti- 
culiere d’ADN. L’ARNm a une structure qui presente 3 differences avec celle de 
l’ADN : il est monocatenaire, la thymine est remplacee par l’uracile et le Sucre est 
un ribose et non un desoxyribose. La transcription necessite une matrice d’ADN 
monocatenaire, une enzyme (l’ARN polymerase), des nucleotides, des cations, des 
facteurs proteiques et de molecules energetiques comme le GTP. L’ARN polyme¬ 
rase assure la Separation des brins ä transcrire et effectue la transcription propre- 
ment dite. Un seul brin est transcrit, la transcription etant determinee par la 
localisation des sequences promotrices. Le nombre de molecules de polymerase 
engagees dans la transcription d’un gene est proportionnel au taux de transcription 
de ce gene. La transcription comporte differentes etapes: 

L’initiation 

La transcription debute par la fixation de l’ARN polymerase sur la region 
promotrice, au niveau de la TATA box, ce qui permet de definir de fafon precise le 
site d’initiation. La transcription proprement dite commence 30 bases en aval de la 
TATA box. La fixation de TARN polymerase assure la Separation des deux brins 
d’ADN au niveau de ce site. L’initiation est achevee quand le premier nucleotide 
est incorpore. Le röle du promoteur est Capital ä celte etape. 

L’elongation 

Cette etape est caracterisee par l’addition des nucleotides, de fa 9 on covalente, ä 
l’extremite 3’ de la chaine d’ARNm en croissance. L’enzyme avance le long de la 
chaine, en dissociant la double helice. On a ainsi le deplacement d’un court 
segment oü, transitoirement, Tun des deux brins de l’ADN est simple brin et l’autre 
est un hybride ARN-ADN. 

La terminaison 

C’est une etape tres mal connue. Elle s’effectue tres en aval du point de polyade- 
nylation. Lorsqu’il y a reconnaissance d’un signal d’arret, la derniere base est 
ajoutee ä la chaine d’ARNm, puis l’hybride ARNm-ADN est rompu et l’ADN 
retrouve son etat d’origine, double brin. 

5.2. Maturation des ARNm 

II s’agit d’une serie de modifications du transcrit ARNm primaire, necessaires pour 
permettre sa traduction ulterieure. La maturation des messagers a lieu dans le 
noyau. Elle est caracteristique des eucaryotes. 



48 


Olivier Cohen - Jacques Demongeot 


52.1. Fixation d’une coiffe methylee 

Elle represente la premiere etape de la maturation du messager. II s’agit de la 
fixation d’une guanine methylee sur l’extremite 5’ de l’ARNm. 

522. Polyadenylation 

Une fois synthetises, les ARNm sont clives dans leur partie 3’, une vingtaine de 
bases en aval d’une sequence AAUAAA. Cette sequence est une sequence de 
reconnaissance pour la coupure. Apres cette coupure, une enzyme nucleaire, la 
polyA polymerase fixe un nombre variable de A, pouvant aller jusqu’ä 200 bases 
consecutives, sans utiliser de matrice ADN, ä l’extremite 3’ du transcrit. Cette 
queue polyA joue un röle dans la stabilite des ARN messagers. 

523. Epissage ou excision des introns du transcrit primaire 

L’epissage est un phenomene complexe qui fait intervenir trois sites : 
v" le site donneur : il correspond ä une sequence consensus GU ä l’extremite 5’ de 
l’intron, 

'S le site de branchement: il contient une base A situee une vingtaine de bases en 
amont de l’extremite 3’ terminale de l’intron, 

S le site accepteur : il correspond ä l’extremite 3’ de l’intron. 

L’epissage se deroule en etapes successives (figure 12): 

S coupure de l’ADN au niveau du site donneur, en 5’, de la guanine de la 
sequence consensus GU, 

S l’extremite 5’ liberee du site donneur forme un lasso, en realisant une liaison 
phosphodiester 5’-2’ avec l’A du site de branchement. Il y a alors Constitution 
d’un epissosome par l’association de proteines et de petits ARN nucleaires, 
appeles snRNA (small nuclear RNA), 

S enfin une trans-esterification va raccorder les deux exons et l'intron est libere 
dans le milieu sous forme d’un lasso. 


53. La traduction 

La traduction est l’ensemble des mecanismes qui permettent la synthese des 
proteines ä partir des ARNm. 

53.1. Les acteurs 

L’etape de traduction implique differents types d’ARN : 

■S les ARN messagers issus de la transcription et de la maturation, 

•/ les ARN de transfert (ARNt), qui jouent le röle de transcodeurs. L’ARNt cons- 
titue un adaptateur universel entre l’ARNm et les acides amines, dont la succes- 
sion constituera la proteine. Il est forme par une succession de nucleotides. Sa 
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structure secondaire est comparable ä un trefle, avec, aux extremites opposees, 
l’anticodon complementaire du codon de l’ARNm et la branche acceptrice, 
terminee par une sequence CAA, sur laquelle se fixe l’acide amine (figure 13). 
Cette molecule presente de nombreuses bases appariees, formant des sequences 
specifiques d’un amino-acide et d’une espece, maintenant la stabilite des tiges 
doubles brin de la structure en trefle. La molecule comporte egalement trois 
structures de type « feuilles » mono-catenaires, en grande partie invariantes 
(c’est-ä-dire independantes de 1’amino-acide et de l’espece). 


site d'epissage 5' 


site d'epissage 3' 




portion d’un 
transcrit primaire 


coupure du site d'epissage 3' 
et liaison des deux 
v sequences d'exon 



exon 1 exon 2 

5’3' portion d’ARNm 


Figure 12 - Schema de l’epissage d’un ARN messager 

(d’apres Alberts et al., 1998, © Routledge/Taylor & Francis Books, Inc.) 
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Un ARNt possede une double specificite, pour le codon de l’ARNm d’une part 
et pour l’acide amine fixe au site accepteur d’autre part. Les mecanismes de 
complementarite entre le codon et l’anticodon reposent sur la complementarite 
des bases. 

Remarque - les ARNt sont utiles pour resoudre des problemes steriques (c ’est- 
ä-dire un manque de place) ; en effet, ils permettent de gar der ä distance les 
AA, qui sont beaucoup plus volumineux que les codons pour lesquels ils sont 
specifiques. 
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Figure 13 - Schema d’un ARN de transfert (d’apres Lewin, 2000) 


S les ARN ribosomaux, organises en un organite, le ribosome. Les ribosomes 
sont constitues de deux types d’ARN : le type 30 S (valeur de son coefficient de 
Sedimentation) constituant la petite sous-unite et le type 50 S constituant la 
grande sous-unite. 
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5.3.2. Les differentes etapes 

La traduction se decompose en 3 etapes (figure 14) : 

L’initiation 

Cette etape fait intervenir un complexe forme de GTP et d’une Serie de facteurs 
proteiques. Le signal du debut de la traduction est la sequence ATG qui correspond 
au codon methionine. Ce complexe interagit avec la petite sous-unite du ribosome. 
A la fin de cette etape, l'ARNt initiateur se trouve au niveau de la grande sous- 
unite du ribosome, en regard d’une zone appelee site P ou site peptidique, 

L’elongation 

En fin d’initiation, l’ARNm se trouve associe ä la petite sous-unite du ribosome. 
L'ARNt initiateur, Charge de sa methionine, est lui en contact avec, d’une part, le 
codon initiateur de l’ARNm par l’intermediaire de sa sequence anticodon et d’autre 
part, la grande sous-unite au niveau du site P. Sur la grande sous-unite, juste ä cöte 
du site P, dans l’axe du codon suivant du messager, se trouve un site analogue 
appele site A. C’est ä son niveau que vient se fixer l’ARNt Charge suivant. Cette 
fixation fait intervenir des facteurs proteiques d’elongation et du GTP. 
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Figure 14 - Schema des differentes etapes de la traduction 

(d’apres Alberts et ai, 1998, © Routledge/Taylor & Francis Books, Inc.) 
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Une enzyme fait passer la methionine initiatrice, qui est sur le site P, sur l’AA qui 
vient d’etre fixe au site A. Puis le ribosome se decale de trois bases sur l’ARNm, ce 
qui a pour effet de faire passer le polypeptide ainsi forme, du site A au site P, et de 
liberer le site A. Le Systeme se retrouve dans l’etat de depart, la chaine poly- 
peptidique ayant ete allongee d’un AA. L’ensemble de ces etapes est renouvele 
jusqu’ä ce que le ribosome atteigne le site de terminaison, represente, sur l’ARNm, 
par un codon stop. 

La terminaison et le re-largage du ribosome 

II n’existe aucun ARNt capable de s’associer avec les trois codons stop : TAA, 
TGA, TAG. Cette absence d’ARNt se traduit par l’arret de la traduction et le re-lar¬ 
gage ad integrum du ribosome, dissocie en ses deux sous-unites pretes ä servir pour 
effectuer une nouvelle traduction. 


6. Regulation de l*.Expression des genes 

6.1. Chez les procaryotes 

Chez les bacteries, le Systeme de regulation de l’expression des genes est relati- 
vement simple, car la regulation siege essentiellement au niveau de la transcrip- 
tion 7 : tout messager transcrit est immediatement traduit en proteine. Les genes 
sont regroupes en unites fonctionnelles, les operons. Chaque operon comporteun 
nombre variable de genes de structure contigus, appeles cistrons, qui sont co- 
transcrits et co-regules, et des sequences d’ADN responsables de la regulation de la 
transcription. II existe deux grands types d’operons : les operons inductibles et les 
operons repressives. 

6.1.1. Les operons inductibles 

L’exemple typique est l’operon lactose, qui exprime la ß-galactosidase (enzyme 
degradant le lactose en glucose et galactose). Son mecanisme est le suivant: 

S une proteine, le represseur R, est synthetisee de maniere constante, mais ä un 
tres faible taux, par un gene, le gene regulateur (note i sur la figure 5), 

'S ce represseur R possede une tres forte affinite pour une sequence d’ADN, 
Toperateuro, situe entre le promoteur et le premier gene de structure G,. La 
fixation du represseur sur Toperateur empeche ainsi toute transcription du gene. 
Dans ces conditions celui-ci est « ferme », 

•/ Tinducteur, le lactose dans cet exemple, possede lui aussi une forte affinite pour 
le represseur. Lorsqu’il est present, il se fixe au represseur. Cette fixation 
entraine une trans-conformation du represseur qui lui fait perdre son affinite 
pour l’ADN. L’Operateur est donc libere, ce qui permet la transcription du gene. 


7. Ce type de regulation, qui existe egalement chez les eucaryotes, sera retrouve au paragraphe 6.2.4. 
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6.1.2. Les operons repressibles 

L'exemple typique est l’operon tryptophane, qui possede les genes codant pour les 
enzymes necessaires ä la Synthese du tryptophane (comme la tryptophane synthe- 
tase). Ces genes sont transcrits ä l’etat basal. L’architecture des operons repressibles 
est la meme que celle des operons inductibles, mais des differences les distinguent: 

'S il n’existe pas de repression de genes codant pour des enzymes des voies 
cataboliques, 

S le represseur n’a aucune affinite pour l’operateur tant qu’il n’est pas fixe ä un 
effecteur (le tryptophane, dans le cas de l’operon tryptophane), qui se comporte 
comme un co-represseur. 

62. Dans les systemes eucaryotes 

II n’existe pas de modele general de regulation, comme chez les procaryotes, mais 
toute une Serie de mecanismes s’enchainant, depuis le niveau chromatinien jusqu’ä 
la traduction. On peut neanmoins noter l'existence d'une regulation globale realisee 
dans le cadre d'un reseau de genes comportant des parties connexes, dans lesquelles 
chaque gene (ou son produit) est lie ä chaque autre gene (ou produit) par un chemin 
de regulation fait de la succession d'inhibitions et d'activations de genes inter- 
mediaires. Ce reseau a des caracteristiques comparables aux groupes d'utilisateurs 
web de type « petit monde » [FELL & WAGNER, 2000] et comportant des genes 
maitres, sources des principales inhibitions ou activations qu’ils declenchent en 
Cascade, en particulier dans la morphogenese (voir par exemple le gene maitre 
EMF1 (figure AII.2) dans la regulation de la floraison d 'Arabidopsis thaliana). 

62.1. L’environnement chromatinien des genes actifs 

Une digestion partielle de la chromatine par de faibles quantites d'une enzyme, 
l’ADNase I, permet de definir des zones d’accessibilite preferentielle ä l’enzyme. 
Ceci permet de distinguer des sites sensibles et des sites hypersensibles : 

S les sites sensibles ä l’ADNase I correspondent aux genes actifs ou ä ceux qui 
l’ont ete, 

S les sites hypersensibles correspondent aux genes tres activement transcrits. 

Cette sensibilite particuliere demontre que les genes actifs se trouvent dans une con- 
formation chromatinienne particuliere, qui les rend plus accessibles ä l'ADNase I. 
II semble donc que Tun des elements de regulation soit d’installer les genes qui 
doivent etre transcrits par la cellule dans une configuration spatiale particuliere. 

6.2.2. Zones super-enroulees etADN de type Z 

Certaines zones super-enroulees et les zones d’ADN de type Z pourraient jouer 
egalement un röle regulateur, en diminuant physiquement la possibilite de trans- 
cription des genes qu’eiles contiennent. 
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623. Regulation par methylation 

Chez les eucaryotes, la methylation porte uniquement sur les cytosines qui appar- 
tiennent ä un doublet CG. Cette methylation des cytosines, situees en 5’ des genes, 
est associee ä une diminution de leur transcription. Dans les cellules cancereuses, 
l’ADN est anormalement hypo-methyle. D’une maniere generale, la methylation 
semble etre un Signal de reduction de l’expression genique. Les sequences d’ori- 
gine paternelle et maternelle sont methylees differemment: cette difference est 
appelee l’empreinte parentale. De maniere globale, l’ADN d’origine matemelle est 
beaucoup moins methyle que celui d’origine patemelle. 

62.4. Regulation transcriptionnelle 

Malgre le fait que l’ensemble des regions codantes de l’ADN represente moins de 
10% de l’ensemble de l’ADN, une meme sequence peut etre exprimee de fa?on 
differente, ce qui temoigne de l’influence d’elements regulateurs: 

Les elements cis-regulateurs 

II s’agit de sequences situees dans la region 5’ non-transcrite du gene et comportant: 

S le promoteur - parmi ces sequences, on peut citer la TATA box, la CAAT box, 
mais aussi d’autres sequences qui sont, elles aussi, le pole de fixation de 
sequences regulatrices, 

'S les sequences stimulalrices (enhancers) - il s’agit de sequences qui augmentent 
considerablement le taux de transcription du gene. Leur inversion ou leur 
eloignement du gene ne s’accompagne pas de l’arret de la transcription, mais 
uniquement de sa diminution. 

Les facteurs trans-regulateurs 

II s’agit de facteurs proteiques qui interagissent avec les sequences cis-regulatrices. 
II en existe de tres nombreux types : citons la proteine CTF, qui interagit avec la 
CAAT box, et la proteine Spl, qui interagit avec la GCbox. Les proteines qui 
interagissent avec l’ADN possedent des motifs typiques au niveau de leur zone 
d’interaction, en particulier la structure en doigts de gant (proteines dactyles) ä 
laquelle est associe un atome de zinc. 

Les interactions specifiques entre ces proteines et l’ADN resultent d’une Serie de 
liaisons faibles entre les AA de la proteine et les bases, principalement au niveau 
du grand sillon de la double helice d’ADN. 

Parmi les proteines regulatrices de la transcription, on peut citer les recepteurs des 
hormones Steroides, qui comportent deux motifs en doigts de gant. 

Regulation par choix du promoteur 

Certains genes, comme celui de l’a-amylase, comportent plusieurs promoteurs 
possibles. II en resulte que le type de messager transcrit et le taux de transcription 
vont dependre du choix du promoteur. Ce choix est conditionne par l’action de 
facteurs trans-regulateurs. II explique l’existence d’a-amylases distinctes dans leur 
structure et dans leur repartition tissulaire. 
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62.5. Regulation post-transcriptionnelle 

Cette regulation est realisee au cours de la maturation et au niveau du stockage des 
messagers, par les mecanismes suivants : 

Epissage alternatif ou differentiel 

II s’agit d’un processus qui permet de moduler l’expression de nombreux genes 
dans des tissus differents au meme moment, ou dans un meme tissu ä des moments 
differents. La cellule decide parfois d’exciser certains exons (figure 15). Ainsi, ä 
partir d’un messager primaire unique, une serie de messagers differents peuvent etre 
obtenus. II en resulte une serie de proteines apparentees derivant d’un meme gene : 

'S les differents messagers obtenus codent le plus souvent pour des proteines ä 
fonction analogue (exemple : les proteines basiques de la myeline), 

•S 1’epissage alternatif peut aussi conduire ä des proteines entierement differentes 
comme la calcitonine : dans la thyroi'de, le transcrit primaire est clive, puis subit 
un epissage qui conduira ä un messager traduit en precurseur de la calcitonine. 
Le meme transcrit primaire, dans le cerveau, subit une maturation differente et 
conduit ä un messager qui code pour un neuromediateur, le CGRP 8 . Ces deux 
polypeptides ont des fonctions totalement differentes. Le choix de la voie de 
maturation depend de facteurs cellulaires specifiques de tissu. 


gene de l'a-tropomyosine- 
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ARNm de fibroblaste 
ARNm de cerveau 


Figure 15 - Schema de l’epissage alternatif 

(d’apres Alberts et al., 1998, © Routledge/Taylor & Francis Books, Inc.) 

Multipiicite du site de polyadenylation 

La Variation du point de terminaison permet la multipiicite de messagers ä partir 
d’une meme sequence. Prenons comme exemple le gene des immunoglobulines 
(lg). Les lg existent sous une forme circulante et sous une forme qui se lie ä la 


8. Voir par exemple H. Jansz, K. Martial, J. Zandberg, G. Milhaud, A.A. Benson, 

A. Julienne, M.S. Moukhtar & M. Cressent - Identification of a new calcitonin gene in the 
salmon Oncorhynchus gorbuscha. Proc. Natl Acad. Sei. USA 93 (22), 12344-8 (1996). 
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membrane cellulaire. Cette difference apparait par suite de sites de terminaison 
distincts : le dernier exon du gene code le site de fixation de l’Ig. Quand Ja 
terminaison se fait avant cet exon, Flg sera sous la forme circulante. Quand eile se 
fait apres cet exon, il s’agira d’une lg de surface. 

Modulation de la duree de vie des ARNm 

Le taux de Synthese d’une proteine depend de la concentration instantanee de 
l’ARNm. La region 3’ des genes joue un role dans la Stabilisation de ces ARNm. 

Stockage des ARNm 

Certains ARNm sont Stockes et non-traduits. Ce mecanisme constitue egalement 
une possibilite de regulation. 

62.6. Regulation de la traduction 

Les mecanismes de regulation de la traduction, au sein du ribosome, sont encore 
tres mal connus, mais le role de TARN ribosomal est important [Lewin, 2000], 


7. Maintien de l’integrite de l’ADN 

7.1 Replication de l’ADN 
7.1.1. Aspects generaux 

Les deux chames nucleotidiques, face ä face dans la double helice, etant parfaite- 
ment complementaires, chacune peut, apres leur Separation, servir de modele pour 
la formation (replication) d’une nouvelle chaTne complementaire. La molecule 
d’ADN obtenue par replication est constituee d’un brin parental et d’un brin neo- 
synthetise : la replication est dite semi-conservative. 

7.12. Aspects morphologiques 
Chez les procaryotes 

La replication se deroule ä partir d’une origine unique, appelee point d’initiation, 
de faqon bidirectionnelle. 

Chez les eucaryotes 

Pendant la phase S du cycle cellulaire, la replication debute en plusieurs points 
(20 000 ä 30 000), appeles replicons (voir chapitre III), qui fonctionnent une fois 
et une seule au cours du cycle. A partir de chaque replicon, la replication progresse 
de fa?on bidirectionnelle, jusqu’ä ce que les deux replicons adjacents soient atteints 
et ce, jusqu’ä ce que l’ensemble de l’ADN soit dedouble. La replication est asyn¬ 
chrone et depend de la nature des bandes chromosomiques R, G et C (voir § 3.3.2). 
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7.13. Aspects biochimiques : la fourche de replication 

Pendant la replication, l'ADN est deroule sous forme de deux simples brins gräce 
aux helicases. Les brins separes sont stabilises sous forme simple brin gräce ä la 
fixation des proteines SSB (single Strand binding), qui empechent la re-association 
des 2 brins d’ADN. La Synthese ne peut etre continue que dans le sens 5’-3\ donc 
en regard du brin Oriente 3’-5’. Le long de l’autre brin, l’ADN complementaire est 
synthetise de fagon discontinue et retardee. 

La replication commence par la Synthese d’une amorce d’ARN (ou primer, 
synthetise par la primase). La synthese d’ADN se fait par elongation, ä partir de 
cette amorce, sous la forme de petites sequences d’ADN, appelees fragments 
d’OKASAKl. L’ADN ä repliquer est ensuite ouvert sur une nouvelle longueur par 
les helicases... jusqu’ä la duplication de l’ensemble du replicon (figure 16). La 
finition du brin se fait par la destruction des amorces d’ARN, le comblement de la 
lacune etant effectue gräce ä l’ADN polymerase I et la soudure du brin gräce ä une 
ligase. La correction des erreurs est, quant ä eile, faite pendant la neo-synthese. 
Chez les eucaryotes, differentes polymerases interviennent. La chromatine se 
reorganise en nucleosomes avec des histones neo-synthetisees. II n’y a pas de 
melange entre les anciennes et les nouvelles histones. 



Figure 16 - Schema general de la replication 

(d’apres Kaplan & Delpech, 1993) 


72. SYSTEMES DE REPARATION DE L’ADN 
72.1. Alterations de l’ADN 

Les agents d’alteration de l’ADN peuvent etre de nature physique (rayonnement, 
chaleur...) ou chimique (ions H + ,carcinogenes...). Ils peuvent entrainer des lesions 
de l’ADN, sans changements structuraux importants : perte de bases, modification 
de bases, rupture simple ou double brin. Ces agents peuvent egalement modifier la 
structure spatiale de l’ADN, en creant des liaisons covalentes entre 2 pyrimidines 
adjacentes sur le mente brin (apres UV), ou entre l’ADN et des carcinogenes 
chimiques, ou enfin entre les 2 brins d’ADN, par pontage du fait d’une drogue. 
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72.2. Les sys fernes de reparation de l’ADN 

Ils completent les systemes de protection (comme la Superoxyde dismutase) et sont 
mieux connus chez les procaryotes. Differents systemes assurent la correction du 
brin d’ADN neo-synthetise (par exemple l’ADN polymerase de reparation). La 
discrimination entre nouveau et ancien brin se fait gräce au degre de methylation, 
existant sur 1’ancien et non encore faite sur le neo-forme. 


8. Pathologies de l’ADN - les mutations 
8.1. Definition 


Une mutation est un changement, instantane et definitif, du materiel genetique. S’il 
ne concerne qu’une base, eile s’appelle mutation ponctuelle. II peut s’agir de dele- 
tions, de translocations, d’inversions, du remplacement d’une base par une autre, 
ou d’erreurs d’insertion. Les premieres mutations (en fait, des translocations) ont 
ete decrites, nous l’avons vu, chez Oenothera lamarckiana (l’herbe aux änes...) 
par H. DE Vries (figure 17). 



Flgure 17 - Observation d’une espece d ’Oenothera dans le jardin botanique 
de l’universite de Californie, ä Berkeley en 1904 

Au premier plan, de la gauche vers la droite E.J. Wickson, J. Loeb, E. Hilgard, H. de Vries et 
S. Arrhenius {photo The Bancroft Library, University of California, Berkeley, droits reserves) 
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82. CONSEQUENCES DE LA MUTATION 

En fonction de la topographie de la mutation, ses consequences sur 1’information 
genetique sont variees : 

8.2.1. Mutations d’une sequence non-codante 

Les mutations peuvent, soit rester latentes, si elles concement une sequence non- 
codante ou non-regulatrice, soit au contraire, s’exprimer lorsqu’elles touchent des 
regions codantes ou regulatrices. 

822. Mutations dans les regions codantes 

'S Les mutations faux-sens modifient la signification d’un codon ; il peut en 
resulter un changement d’acide amine dans la proteine correspondante. Ce 
changement peut retentir sur la fonction et/ou la stabilite de la proteine. La 
mutation peut au contraire rester totalement silencieuse. 

S Si la mutation porte sur la sequence correspondant ä Tun des trois codons stop 
de l’ARNm (TAA, TAG, TGA), eile peut entrainer une Prolongation de la 
traduction jusqu’au codon stop suivant. II en resulte alors une elongation de la 
chaine polypeptidique. 

■S Les mutations non-sens resultent d’une Substitution, aboutissant ä la formation 
d’un codon TAA, TAG, ou TGA. Elles entralnent Tinterruption de la traduc¬ 
tion, plus ou moins tot, selon leur emplacement sur le messager, et la proteine 
finale n’est en general pas exprimee. 

S Les mutations iso-semantiques modifient la sequence d’un codon, sans en modi- 
fier la signification. Elles sont en principe silencieuses, sauf si elles limitent 
l’efficacite de la traduction par la rarete de l’ARNt correspondant. 

823. Mutations ä eff et quantitatif 

Certaines mutations modifient quantitativement Texpression du transcrit primaire 
et/ou sa maturation. On connatt des mutations siegeant dans la region promotrice, 
dans le codon d’initiation de la transcription, dans les sites consensus d’epissage et 
dans le site de polyadenylation. 

82.4. Mutations modifiant la longevite des ARNm 

Certaines mutations modifient la demi-vie des ARNm, soit en augmentant, soit en 
diminuant leur stabilite. 

82.5. Mutations silencieuses 

Elles sont nombreuses. II s’agit de la majorite des mutations introniques (quand 
elles ne touchent pas les sequences consensus necessaires ä Tepissage), et des 
mutations qui surviennent en dehors des genes et de leurs sequences de regulation. 
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8.2.6, Mutatiom instables 

II s’agitd’un cas particulier oü les mutations sont caracterisees par une repetition de 
trinucleotides, dont le nombre peut varier lors de sa transmission d’une generation ä 
la suivante. Elles sont dues ä un derapage de 1’ADN polymerase sur la matrice 
d’ADN lors de la replication et sont frequentes dans les maladies neuro-genetiques. 

Les consequences des mutations varient egalement selon le type cellulaire atteint: 

'S Si la mutation survient dans une cellule somatique, la mutation est acquise et 
reste somatique et ne sera pas transmise ä la descendance (dans les cancers, par 
exemple), 

•S Si la mutation survient dans une cellule germinale, la mutation peut etre trans¬ 
mise ä la descendance ; eile devient alors constitutive (maladies hereditaires). 


9. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 


En guise de conclusion, tra^ons quelques perspectives pour la genomique des 
annees futures : eile deviendra beaucoup plus fonctionnelle qu’anatomique, en 
s’alliant en particulier ä la proteomique, c’est-ä-dire ä l’etude des proteines, surtout 
dans le domaine des relations conjointes qu’entretiennent ces deux disciplines dans 
la regulation du metabolisme. En effet, 1’imagerie bio-puce (figure 18) permet 
d’obtenir la matrice W d’interaction inter-genique d’un reseau de regulation 
genetique de type operon, representant les relations d’inhibition et d’activation 
entre genes et proteines necessaires au contröle d’une fonction cellulaire ou 
tissulaire [Demongeot et al., 2002], 

Pour calculer le terme general w u de W, nous pouvons par exemple determiner la 
correlation s-directionnelle p ;j (s) entre le vecteur d’etat note {xj (t - s)} teC du gene 
j ä l’instant t - s (qui vaut 1 si le gene est exprime et 0 sinon) et le vecteur d’etat 
{ x i(I)}t6C du gene i ä l’instant t, t variant au cours du cycle cellulaire C de 
longueur M = |C| et correspondant aux temps d’observation de la bio-puce 9 . Le 
graphe d’interaction G associe ä W presente en general des caracteristiques 
importantes telles que des boucles positives et negatives (voir annexe II-2) 10 . 


9. Py (s) = [E tsC x j (t - s) x, (t) - Z, eC x j (t ~ s) Z t €C x i W 1 M ] / Oj (s) d (0), 

OÜ Oj (s) = {Zt eC x j (t - s) 2 - [Z teC x j (t - s>] 2 / M}' /2 

On prendra alors : Wy = sign (Z s= i ^ Py (s) / k), si I | >r) et Wy = 0, si I | < t|, 
oü n est un seuil de decorrelation. 

10. L’etude de l’influence de ces boucles de regulation sur la differenciation, donc sur les etapes 
majeures de l’embryogenese et de la tumorogenese, constituera sans doute le grand defi de cette 
premiere decennie du xxi e siede. 
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Figure 18 - Image de bio-puce destinee ä l’etude 
des reseaux de regulation genique d’un glioblastome humain 

a - donnees brutes ; b - filtrage passe-bas; c - Segmentation par bassins versants; 
d - contourage par frontiere de bassins versants ; e - contourage par trajectoire dynamique ; 
f - image standardisee finale d’activite des genes. 

En fonction des valeurs de certains parametres tels que le coefficient de Connecti¬ 
vity (egal au nombre d’interactions divise par le nombre de genes), le reseau de 
regulation genetique peut presenter differents comportements dynamiques (confi- 
guration fixe, cycle limite de configurations) appeles attracteurs, lorsque le temps 
d’observation augmente. Un certain nombre de resultats theoriques permettent 
maintenant de faire le lien entre la phenotypie observee (configurations fixes ou 
cycles de configurations dans l’expression des genes au cours du cycle cellulaire 
des tissus etudies) et les contraintes qu’elle exerce sur la structure interne de la 
matrice d’interaction W. Les deux resultats majeurs sont que l'existence d’au 
moins une boucle positive est une condition necessaire ä l’existence de plus d’un 
attracteur et que, si le nombre N de genes est suffisamment grand et que le coef¬ 
ficient de Connectivity est egal ä 2, alors le nombre total d'attracteurs est de 1’ordre 
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de et de toute maniere inferieur ä 2 m , oü m est le nombre de boucles positives 
du reseau de regulation genetique etudie. 

On peut alors analyser precisement les proprietes dynamiques des operons ; par 
exemple, dans la figure 19, 1’operon du phage p peut presenter deux points fixes, 
Tun correspondant ä l’etat lytique de la bacterie qu’il infecte, l’autre correspondant 
ä l’etat lysogenique (etat infecte de survie bacterienne). II est remarquable de noter 
qu’un tel operon, au demeurant extremement simple 11 , possede une boucle 
positive (responsable des 2 etats stationnaires de la dynamique) et une boucle 
negative (responsable de la stabilite du Systeme) [DEMONGEOT et al., 2003], 



Figure 19 - Schema de regulation de l’operon lytique-lysogenique du phage p., 
montrant la presence d’une boucle positive et d’une boucle negative 

Dans un avenir proche, on assistera ä la multiplication des elucidations du 
comportement dynamique de tels operons ; l’evolution fonctionnelle sera prise 
en compte ä travers des arbres phylogenetiques construits non plus ä partir des 
homologies de sequences des genes, mais ä partir de la connaissance de leurs 
matrices d’interaction et de la maniere dont elles evoluent d’une espece ä l’autre. 
On etudiera egalement les mecanismes qui permettent de passer par les differents 
etats de la vie embryonnaire, qui ne sont peut-etre que les transitoires d’une 
dynamique dont les asymptotiques sont les etats tissulaires de l’organisme adulte, 
ce dernier entrant de nouveau dans un transitoire lors du vieillissement, du fait de 
la disparition de l’activite de certains genes, donc de certaines interactions, lors de 
la denaturation des telomeres. 

On verra egalement, apres les grandes bases de donnees de la genomique anato- 
mique (telles Gene Data Bank® et Genatlas®) et de la proteomique fonctionnelle 
(teile Swiss Prot®), se developper de grandes bases de donnees de patients, 
presentant des anomalies chromosomiques constitutionnelles (teile HCForum®, 
figure 20 et [COHEN et al., 2001]) ou acquises (tel VAtlas of Genetics and Cyto- 
genetics in Oncology and Haematology®), ou ayant des maladies rares d’origine 
familiale (teile Orphanet®). Ces bases permettront, sur de grands echantillons de 
patients, constituant une connaissance statistique brüte indispensable ä l’etablisse- 
ment d’une connaissance encyclopedique bien assise, de faire des calculs de risque 
ä la naissance pour le conseil genetique aux familles et egalement de degager de 
grandes lois concernant les mecanismes de Segregation et concernant la viabilite du 
materiel genetique [FARAUT et al., 1999, 2000 ; COHEN et al., 1994, 1996], 


11. L’operon du phage p. est constitue de six genes principaux repartis en deux blocs (voir figure 19). 
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Figure 20 - Histogramme de localisation des points de cassures dues ä des translocations, 
le long du chromosome 11, calculees dans la base de donnees HCForum® 


Pour revenir au premier paragraphe historique de ce chapitre, on pourra par 
exemple, comme l’avait suggere LAMARCK, etudier l’influence des habitudes des 
corps vivants comme cause qui modifie leur Organisation', un mode d’etude de ce 
Probleme fondamental est par exemple le calcul de la correlation entre la localisa¬ 
tion des points de cassure physiologique (par crossing-over) ou pathologique (par 
exemple par translocation, figure 20) du genome et les lieux d’expression ubiqui- 
taire des genes, par exemple sous des contraintes environnementales (comme 
l’expression des genes des enzymes de la glycolyse dans des conditions d’anaero- 
biose). On decouvrira sans doute que la Segregation obeit ainsi ä des lois plus 
complexes que celles de MENDEL et MORGAN, et que les conditions de stockage et 
de decompaction du genome (existence d’un referentiei nucleaire tri-dimensionnel 
constant conduisant ä des proximites fixees entre chromosomes, existence de zones 
fragiles du genome, dues ä une transcription constante au cours du cycle 
cellulaire...) ont une influence importante sur la transmission et sur l’evolution du 
materiel genetique. 
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Annexe Il-l 


L’experience princeps de Miller et l’ARN archetypal 

Jacques Demongeot 


En 1953, MILLER (suivant une idee d’UREY) utilisa une decharge electrique entre 
deux electrodes de tungstene dans un gaz comprenant CH 4 , NH 3 et H 2 0 (repre- 
sentant les decharges dues ä la foudre dans l’atmosphere primitive), et il obtint 
10 des 20 acides amines constituant les proteines. Les Sucres et les nucleotides 
peuvent etre obtenus dans des conditions pre-biotiques similaires (voir les expe- 
riences de BUTLEROW en 1861 pour les Sucres, et de FOX en 1984 pour les 
proteines et les nucleotides). 



atmosphere 


acides amines 
nucleotides 


ocean 


archeobacteries 


confinement dans 
les argiles 


Figure All-l.l - Experience de Miller 
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Toutes les briques de base du vivant, acides amines (AA) et nucleotides, peuvent 
donc etre synthetisees dans la soupe primitive. Nous savons que ces briques ont 
une tendance naturelle ä former des auto-assemblages specifiques par liaisons 
covalentes (polypeptides d’une part et polynucleotides d’autre part) et mixtes (AA- 
nucleotides) par liaisons faibles (de type VAN DER WAALS ou de type electro- 
magnetique), unissant par exemple de maniere preferentielle un AA ä ses anti- 
codons 12 ’ 13 . Les auto-assemblages specifiques se denaturent sous l’effet d’agents 
physico-chimiques, mais peuvent etre proteges de la denaturation s’ils forment des 
auto-assemblages mixtes thermodynamiquement favorables. 

Supposons que la structure polynucleotidique auto-assemblee soit une molecule 
circulaire d’ARN et que la structure polypeptidique associee soit un enchainement 
d’AA associes ä des triplets successifs de cet ARN, et appelons ARNt primitif la 
structure d’ARN circulaire minimale capable de fixer n’importe lequel des 20 AA 
sur un de ses triplets. 

Recensons alors les differentes especes moleculaires intervenant dans ces auto- 
assemblages : 

B pool des nucleotides isoles (bases puriques et pyrimidiques) 

A ARN circulaire 

tA ARN circulaire complementaire de A (ARNt primitif) 

AtA ADN circulaire 

Q pool des AA isoles 

tAQ complexe ARNt-AA 

P„ pool des polypeptides comportant n AA 

Les reactions ayant lieu entre les especes moleculaires ci-dessus sont: 

Lj Lj Mk Nm p Rq 

B <-> A, B tA, A + tA AtA, tA + Q tAQ, tAQ + P n -> tA+P n+1 , P n+1 <-> P n + Q 
J j k m q 

On peut montrer que ce Systeme reactionnel a un point fixe stable donne par les 
equations suivantes : 

[A°] = [tA°] = BL, [AtA°] = M[A 0 ] 2 , [tAQ°] = NmBLQ / (m+pQ7 R n ~‘), 

en supposant les concentrations des divers pools constantes, egales ä B, Q et 
P n = Q n /R nl . 

Si l’on desire avoir la concentration maximum [tAQ°] d’ARN de transfert primitif 
ligande (suppose thermodynamiquement favorable vis-ä-vis de la denaturation), on 
doit maximiser la constante d’equilibre N, donc l’affinite de tA pour le pool Q. 
Ceci peut etre obtenu, sous contrainte de longueur minimale pour tA, donc pour A, 


12. J. Maynard-Smith & E. Szathmary - The major transitions in evolution. Oxford Un. Press, 
Oxford (1999). 

13. M.K. Hobish, N.S.M.D. Wickramasinghe & C. Ponnamperuma - Direct interaction between 
amino-acids and nucleotides as a possible physico-chemical basis for the origin of the genetic 
Code. Advances in Space Research 15, 365-375 (1995). 



68 


Jacques Demongeot 


en resolvant le probleme d’optimisation combinatoire suivant : TARN circulaire 
tA (resp. A) doit etre de longueur minimale et tA (resp. A) offrir au moins une fois, 
dans sa sequence, un anti-codon (resp. un codon) de chaque AA du pool Q, pour 
que tA puisse fixer tout AA de Q situe dans son voisinage. Ce probleme, resolu 
dans 14 , n’a pas de solution si Ton suppose que A a 20 (c’est-ä-dire le nombre 
minimal compatible avec le probleme pose) ou 21 nucleotides, mais il possede, si 
A en a 22, 64 x 20 = 1280 Solutions optimales parmi les 4 22 ~ 16.10 12 Solutions 
possibles, cela ä condition que les triplets de A soient lus en se chevauchant depuis 
le codon de la methionine, jusqu’ä un des codons stop. 

Une des Solutions optimales, notee AL, parmi les 1280 existantes, est donnee par 
la sequence circulaire suivante, dans laquelle on trouve une fois et une seule un 
codon representant Tune des 20 classes de codons synonymes, codant pour les 
20 AA (figure AII-1.2). 



Figure AII-1.2 

ARN circulaire ArchetypaL (AL) 




T\|/-Ioop 



Figure AI 1-1.3 

Sequence des boucles de l’ARNt 
de glycine chez Oenotheria lamarckiana 


Si Ton recherche maintenant, parmi les ARN de transfert actuels, un ARNt offrant 
une sequence consensus significative (p < 10" 9 ) avec TARN primitif ci-dessus, 
prise dans la concatenation des sequences de ses boucles (loops) invariantes au 
sens de Lewin 15 , on trouve l’ARNt de glycine d 'Oenotheria lamarckiana 16 , dont 
les boucles ont la structure de la figure All-1.3. II est ä noter que les ARN A et tA 
archetypaux, notes AL, sont presque palindromiques (figure All-1.4), ce qui aug- 
mente encore la probabilite de maturation au hasard de telles structures et ce qui 
permet leur repliement sous forme condensee de type « epingle ä cheveux ». 


14. J. DEMONGEOT & J. BESSON - Code genetique et Codes ä enchainement I & II. C.R. Acad. Sc., 
Serie III 296, 807-810 (1983) & 319, 520-528 (1996). 

15. B. Lewin - Genes VII. Oxford Univ. Press, Oxford, UK (2000). 

16. S. Binder, W. Schuster, J.M. Grienenberger, J.H. Weil & A. Brennicke - Genes for Gly-, 
His-, Lys-, Phe-, Ser- and Tyr-tRNA are encoded in Oenothera mitochondrial DNA. Current 
Genetics 17, 353-358 (1990). 
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CAUGGUAAGUA 
II I I I I I I I 
GUGCCAUUCAA 

Figure AII-1.4 - Palindrome commun ä A et tA (forme AL) 

On peut aussi noter que les 2560 (1280x2) structures cycliques optimales 
correspondant aux ARN A et tA construits ä partir du pool B (notes brievement 
AB) sont proches, sur la courbe de GATLIN 17 (liant la proportion p en GC ä la 
redondance I = 1 + p Log 2 p + (1 - p) Log 2 (1 - p) entre 2 bases consecutives), de 
l’ADN mitochondrial (H. mito), qui code pour les ARNt (figure AII-1.5). De plus, 
les ARN AB ont tous un nombre approximativement egal de A et U (resp. de G 
et C), ce qui laisse supposer qu’ils ont et 6 obtenus dans des conditions de Poly¬ 
merisation analogue, ä partir du pool B (ce qui justifie a posteriori l’egalite des 
constantes cinetiques L et j de leurs reactions de maturation-denaturation). 



Figure AII-1.5 - Diagramme de Gatlin representant la redondance I en fonction du % en GC 


17. L.L. Gatlin - The Information content of DNA II. J. Theor. Biol. 18, 181-194 (1968). 
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Notion de reseau de Regulation genetique 
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La notion de reseau de regulation genetique etait dejä sous-jacente aux reflexions 
de Delbrück 18 , qui, au cours d’un des premiers congres du CNRS en 1949, a 
declare que, pour obtenir une differentiation cellulaire, il fallait que le reseau de 
regulation genetique correspondant ait plusieurs etats stationnaires. Cette conjec- 
ture fut completee, 30 annees plus tard, par R. THOMAS 19 qui ajouta que, pour 
avoir plusieurs etats stationnaires, il fallait au moins une boucle positive dans la 
matrice d’interaction du reseau, egale par exemple ä : 


an 

0 

a 21 

a 22 

0 

a 32 


an" 

0 

0 ; 


oü l’element courant a^ est egal ä l’intensite de l’action du gene j sur le gene i, ou, 
pour simplifier, si Ton designe par x s Tactivite du gene i (egale ä 1, si i s’exprime 
et ä 0, sinon), on peut supposer a- egal ä + 1, si j induit (ou active) i, ä -1, si j 
reprime (ou inhibe) i et ä 0, si j n’a pas d’action sur i. Il existe une boucle positive 
(resp. negative) entre j et lui-meme, s’il existe des genes intermediaires k, 1, ..., m, 
n, tels que : 

a ,j a ki a lk ... a nm a jn >0 (resp. < 0), 
ce qui correspond au fait que la chalne d’interactions : 

Xj —^ Xj —^ X^ —^ X| —^ ... —^ X m —^ X n —^ Xj 

ou, plus simplement: 

j —^ i —^ k —^ 1 —^ ... —) m —> n —^ j, 

comporte un nombre pair (resp. impair) d’interactions negatives. 

Dans Texemple de la matrice A ci-dessus, si nous supposons strictement positifs 
tous les a,j non-nuls, il y a par exemple une boucle positive entre le gene 3 et lui- 
meme, qui passe par 1 et 2. Il y a egalement une boucle positive (dite d’auto- 
catalyse) entre 1 et lui-meme, et entre 2 et lui-meme. 


18. M. DELBRÜCK - Discussion. In : Unites biologiques douees de continuite genetique, Colloques 
Internationaux CNRS 8, 33-35 (1949). 

19. R. Thomas - On the relation between the logical structure of Systems and their ability to generate 
multiple steady States or sustained oscillations. Springer Series in Synergetics 9, 180-200 (1980). 
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Un resultat theorique recent (annonce en partie dans 20 ) montre que, dans un Sys¬ 
teme differentiel ayant un champ de vecteurs vitesse rentrant dans une sphere suffi- 
samment eloignee de l’origine, une boucle positive est une condition necessaire 
pour avoir plusieurs points fixes 21 , les boucles negatives etant, eiles, responsables 
de la stabilite. La conjecture de DELBRÜCK-THOMAS est donc demontree. D’autre 
part, de nombreux graphes d’interaction entre genes sont en cours d’elucidation, 
comme celui gouvemant le reseau de genes de la floraison d’Arabidopsis thaliana. 
Le reseau de regulation correspondant (figure AII-2, en haut) comporte 11 genes, 
22 interactions, 2 boucles negatives et 4 positives, dont 2 positives independantes 
(c’est-ä-dire dans des composantes connexes differentes), apportant chacune 2 etats 
stationnaires, soit 4 etats stationnaires en tout. Son coefficient de Connectivity 
(nombre d’interactions/nombre de genes), vaut 2. Dans ce cas, une conjecture due ä 
Kauffman 22 , demontree dans 23,24 , predit l’existence de vn attracteurs pour la 
dynamique du reseau de regulation, si n est le nombre de genes et si le nombre 
d’interactions est egal ä 2n (coefficient de Connectivity egal ä 2) : on peut donc 
effectivement s’attendre ä 11 1/2 ~ 4 points fixes pour la dynamique du reseau de la 
floraison d 'Arabidopsis thaliana , dont l’obtention depend des conditions initiales 
d’expression des genes de floraison. On peut ainsi obtenir, suivant que le reseau est 
celui presente ci-dessus ou bien a ete ampute d’une partie de ses interactions, tout 
ou partie des tissus resultant de la differentiation cellulaire predite par DELBRÜCK, 
c’est-ä-dire les petales, sepales, etamines et carpelles (figure AII-2, en bas ä 
gauche). En effet, en jouant sur les interactions du reseau, les botanistes ont pu 
obtenir des fleurs n’ayant qu’une partie de ces tissus. Ces decouvertes sont 
l’aboutissement d’une maturation des concepts et d’une innovation experimentale 
remarquables. 

Rappelons-en le contexte historique : la celebre theorie de GOETHE de 1794, sur la 
metamorphose des feuilles de la rose prolifere, ne reconnaissait dans ce rosier 
qu’un seul tissu (figure AII-2, en bas ä droite). Elle supposait une transformation 
graduelle des feuilles en sepales, des sepales en petales et des petales en etamines 
et pistil. La couleur commune (verte) de ces divers tissus avait conduit GOETHE ä 
une conclusion erronee. L’etude actuelle, par la technique des biopuces, permet de 
demasquer, derriere des phenotypes identiques, des expressions geniques 
distinctes. 


20. J. Demongeot - Multi-stationarity and cell differentiation. J. Biol. Syst. 6, 1-2 (1998). 

21. O. Cinquin & J. Demongeot - Positive and negative feedback : striking a balance between 
necessary antagonists. J. Theor. Biol. 216, 229-241 (2002). 

22. S. Kauffman - The Origins of Order. Oxford University Press, Oxford. England (1993). 

23. J. Aracena, S. Ben Lamine, M.A. Mermet, O. Cohen & J. Demongeot - Mathematical 
modelling in genetic networks : relationships between the genetic expression and both 
chromosomic breakage and positive circuits. In : BIBE 2000, N. Bourbakis ed., IEEE Proc., 
Piscataway, 141-149 (2000). 

24. J. Aracena, S. Ben Lamine, M.A. Mermet, O. Cohen & J. Demongeot - Mathematical 
modelling in genetic networks : relationships between the genetic expression and both 
chromosomic breakage and positive circuits. IEEE Trans. Systems Man Cyber, (sous presse). 
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Ce resultat est ä rapprocher d’une constatation simple : l’homme a environ 
35 000 genes en interaction et la plupart des reseaux connus ont un coefficient de 
Connectivity valant entre 1.5 et 3 (operon lactose, operon Cro du phage X, operon 
lysogenique-lytique du phage (i, reseau de la floraison d ’Arabidopsis thaliana, 
reseau de la gastrulation de la drosophile...). En supposant qu’il en soit de meme 
pour la matrice d’interaction globale humaine, on peut s’attendre ä observer de 
l’ordre de grandeur de 35 000 12 ~ 200 tissus differents dans le corps humain, 
resultant de la differentiation cellulaire, c’est-ä-dire de l’expression du reseau de 
regulation en fonction des diverses conditions initiales presentes au cours de la vie 
embryonnaire, ce qui est effectivement le cas. 



Figure AI 1-2.1 - Reseau de regulation de l’operon de floraison ü’Arabidopsis thaliana 
avec l’acronyme des differents genes impliques 



Figure AII-2.2 - Feurs d ’Arabidopsis presentant un nombre variable de tissus (ä gauche) et 
fleur de rose prolifere de Goethe (ä droite) 







Chapitre III 

CROISSANCE ET MULTIPLICATION CELLULAIRE 


Didier Grunwald - XavierRONOT 


L’apparition d’une nouvelle discipline scientifique, la cinetique cellulaire, a permis 
un developpement important des etudes de proliferation cellulaire, auparavant 
limitees au denombrement des cellules. La cinetique cellulaire recouvre l’etude de 
la dynamique de division cellulaire et celle des evenements biochimiques et 
moleculaires qui la contrölent. 

Plusieurs etapes marquent son developpement: 

S en 1948, la mise en evidence, par BOIVIN et VENDRELY, d’une phase 
premitotique et postmitotique, 

'S en 1953, la localisation, par Howard et PELC, de la synthese d’ADN pendant 
l’interphase, et la subdivision du cycle cellulaire en differentes phases : Gl, S, 
G2 et M. Bien que cette subdivision s’avere de plus en plus arbitraire, eile a 
toutefois permis une amelioration importante de la connaissance du rythme 
proliferatif des cellules, 

'S en 1957, l’introduction par QUASTLER et SHERMAN de la premiere methode 
d’etude quantitative du cycle cellulaire, fondee sur l’incorporation d’une base 
radioactive, la thymidine tritiee, dans l’ADN pendant la phase S et l’etude de 
son evolution au cours du temps. Malgre ses limites, cette methode figure 
encore aujourd’hui parmi les methodes de reference. 

D’autres techniques sont ensuite apparues, utilisees en association avec le 
marquage radioactif de l’ADN : la Synchronisation cellulaire (l’ensemble des 
cellules d’une population se situe dans la meme phase du cycle), la micro- 
cinematographie ou la cytophotometrie. 

'S En 1965, le debut du developpement de la cytometrie en flux, nee des premiers 
essais de numeration cellulaire automatisee decrits par MOLDAVAN en 1934, 
marqua un changement d’orientation important dans les techniques de cinetique 
cellulaire, en substituant le marquage radioactif de l’ADN par un marquage 
fluorescent. La cytometrie en flux permet d’analyser les cellules individuelle¬ 
ment en mesurant la fluorescence emise par chacune d’entre eiles. En regle 
generale, la distribution d’un constituant cellulaire peut etre analysee par 
cytometrie en flux ä condition qu’un colorant fluorescent se lie de maniere 



74 


Didier Grunwald - Xavier Ronot 


proportionnelle ä ce constituant, et en quantite süffisante pour etre detecte. 
Plusieurs innovations ont ensuite permis la mise au point des premiers 
cytometres ä flux, notamment l’adaptation d’un Systeme d’injection de 
l’echantillon dans un flux laminaire par Crosland-Taylor. Un pas important 
a ete ensuite franchi par l’introduction de technologies nouvelles dans les 
cytometres ä flux : mise en place des systemes photodetecteurs par PARKER, 
mesure simultanee de plusieurs parametres sur une meme cellule par 
KAMENTSKYen 1965. 

V En 1969, VAN Dilla sera le precurseur des cytometres ä flux actuels en asso- 
ciant le Systeme d’entratnement des cellules par focalisation hydrodynamique, ä 
une source lumineuse coherente et unidirectionnelle fournie par un laser. 
Van Dilla innove egalement dans les mesures d’ADN par fluorescence, puis- 
qu’il est le premier ä demontrer une relation lineaire entre le contenu en ADN et 
l’intensite de fluorescence fournie par des cellules dont l’ADN est colore par le 
reactif de Schiff. II fait ainsi progresser les etudes du cycle cellulaire par 
l’obtention d’histogrammes de distribution de l’ADN definissant clairement les 
phases Gl, S et G2 et M du cycle cellulaire (figure 1). Depuis, l’evolution 
technologique rapide de la cytometrie en flux a transforme les prototypes des 
Premiers analyseurs en veritables instruments de laboratoire devolus ä l’analyse 
automatisee de populations cellulaires. De nombreuses applications sont 
concemees par ce type d’analyse et plus particulierement, la determination du 
contenu en acides nucleiques, en relation avec la cinetique cellulaire. 

V Dans ce domaine, les premieres etudes d’actions d’agents pharmacologiques ont 
ete realisees par GOHDE en 1970, avec l’utilisation des mesures de teneurs en 
ADN pour determiner des perturbations du cycle cellulaire. GOHDE avait pres¬ 
send les qualites de rapidite, souplesse et precision d’analyse de la cytometrie 
en flux dans le domaine de la cinetique cellulaire. 


1. Le cycle cellulaire : une Division qui multiplie 


Depuis l’apparition de l’ADN et de son vehicule, la cellule, la vie a prolifere et 
envahi la planete gräce ä un mecanisme conceptuellement simple : l’auto- 
replication. Le principe etant qu’une cellule. dite mere, se divise en deux cellules 
dites filles, globalement identiques ä la cellule initiale, et autrement dit, capables ä 
leur tour d’etre ä l’origine chacune, de deux autres cellules... Quand on connait 
la puissance exponentielle qui se cache derriere une fonction teile que N = 2 n , on 
comprend aisement comment la vie, une fois apparue, a pu se repandre et 
s’installer de maniere aussi large et importante. 

Le mecanisme par lequel une cellule initiale est capable de donner deux cellules 
identiques ä elle-meme et entre eiles est appele division cellulaire. 
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La division cellulaire comporte la division des chromosomes (ou mitose) et la 
division du cytoplasme, appelee cytodierese (ou cytocinese). 

Une cellule, quelle qu’elle soit, se caracterise essentiellement par son materiel 
genetique, c’est-ä-dire son contenu en ADN (voir chapitrell), et ce, aussi bien 
qualitativement (sequence) que quantitativement. Par consequent, pour que les 
cellules filles soient identiques ä la cellule mere, il est necessaire que celle-ci 
double son contenu en ADN prealablement ä sa division 1 . Au cours de cette etape 
particuliere de la vie cellulaire, appelee phase de replication ou de Synthese, la 
cellule realise une copie exacte de son materiel genetique, beneficiant pour ce faire 
de la structure antiparallele de l’ADN (voir chapitre II). Autour de cette phase de 
Synthese (S), le cycle cellulaire s’organise en differentes phases successives 
(figure 1). 



Figure 1 - Progression des cellules dans les differentes phases du cycle cellulaire 

La phase Gl (quantite d’ADN = 2n) precede la phase S et la phase G2 (quantite 
d’ADN = 4n) qui lui succede. Cette derniere est immediatement suivie par la 
phase M (pour mitose) qui correspond ä la division cellulaire proprement dite, et 
dont vont resulter deux cellules. La phase M elle-meme est subdivisee en plusieurs 
etapes morphologiquement distinctes : la prophase, la metaphase, l'anaphase, et la 
telophase (figure 1). Au cours de la prophase, 1ADN est condense puis reparti en 
deux entites identiques au cours de la metaphase. 


1. II est clair que l’ensemble de la machinerie cytoplasmique subit egalement un certain niveau 
d'amplification, afin de pouvoir fournir aux deux cellules filles les outils necessaires ä leur 
fonctionnement, en quantite süffisante; par souci de simplification, nous nous interesserons 
essentiellement aux phenomenes concernant le materiel genetique. 
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Un processus mecanique actif, appele clivage ou Segmentation, se produit au cours 
de la division des cellules animales. Initie des l'anaphase, le clivage se poursuit en 
telophase et se termine au debut de l'interphase. II se situe perpendiculairement ä 
Taxe longitudinal dune structure intracellulaire particuliere, le fuseau mitotique, 
constitue d’un ensemble de microtubules qui se rejoignent en deux poles cellulaires, 
les centrosomes. Le clivage se produit dans un plan de section du fuseau, appele 
plaque Äquatoriale, qui determine la position du sillon de clivage en association 
avec differents processus de regulation 2 . Cette Segmentation du cytoplasme est due 
ä l'action mecanique d'un anneau contractile, ancre ä la membrane plasmique et 
constitue de 20 filaments d'actine disposes circulairement et associes ä des 
filaments de myosine. La contraction de l'anneau se produit par deplacement relatif 
de l'actine et de la myosine, selon un processus identique ä celui existant dans les 
cellules musculaires. La membrane plasmique est entrainee par la contraction, ce 
qui provoque l'etranglement du cytoplasme. 

Au cours de la Segmentation, les microtubules issus des deux poles du fuseau de 
microtubules sont resserres au centre de la cellule. Seul un pont cytoplasmique 
relie les deux cellules filles (corps intermediaire). La rupture de ce corps 
intermediaire marque la fin de la division cellulaire. 


2. De la quantite ä la complexite : 

LA PROLIFERATION ORGANISEE 
2.1. Procaryotes versus eucaryotes 

Les premiers « vehicules » ä ADN ont ete des procaryotes, Äquivalents de nos 
bacteries actuelles : depourvus de noyaux, constitues d’un court brin d’ADN circu- 
laire entoure d’une membrane plasmique (voir chapitre I). A ce niveau d’evolution, 
la division cellulaire se limite ä un phenomene purement proliferatif. L’individua- 
lite est maintenue et les copies sont presque toujours parfaitement fideles ä l’ori- 
ginal. Seules les mutations naturelles induites par l’environnement et une sexualite 
primitive, exceptionnelle et egalement conditionnee par l’environnement, auto- 
risent une legere variabilite, dont les possibilites d’evolution restent tres limitees. 

C’est avec l’apparition de la cellule eucaryote que la multiplication cellulaire s’est 
trouvee impliquee dans l’evolution. La duplication n’est plus le but unique : le 
cycle cellulaire s’inscrit comme une fonction, essentielle mais parmi d’autres, au 
sein d’une Organisation relativement complexe. Les cellules n'assurent pas seule- 
ment leur survie par la fuite en avant perpetuelle de la multiplication, mais 


2. L'aspect auto-organise de ce processus a fait l'objet d'une etude recente de H. Meinhardt & 
P.A. de Boer, Pattern formation in Escherichia coli: a model for the pole-to-pole oscillations of 
Min proteins and the localization of the division site. Proc. Natl Acad. Sei. USA 98(25), 14202-7 
( 2001 ). 
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egalement en interagissant avec l’environnement et en s’y adaptant gräce aux 
diverses machineries cytoplasmiques dont eiles se sont dotees (voir chapitre I). 

La premiere consequence de cette elevation vers la complexite est une difference 
dans la cinetique du cycle cellulaire. Chez les procaryotes, du fait de leur simpli- 
cite, la duree moyenne d’un cycle cellulaire est de 20 minutes. Chez les eucaryotes, 
la duree, variable d’un type cellulaire ä l’autre, est de 10 ä 20 heures environ. 
Ainsi, pendant qu’une cellule eucaryote realise 1 division, une cellule procaryote 
est capable de produire 2 30 (= 10 9 ) copies d’elle-meme ! (figure 2). 



22. Les organismes pluricellulaires : cycle et developpement 

Le deuxieme point qui caracterise les eucaryotes est l’apparition d’etres pluri¬ 
cellulaires : les cellules se divisent et proliferent, mais restent regroupees pour 
participer ä l’elaboration d’un organisme. On parle alors de developpement (voir 
chapitre IV). A ce stade, il semble difficile de parier de la poule sans se preoccuper 
de l’oeuf, et si on s’interesse ä l’oeuf, une certaine connaissance de la poule est 
necessaire. Pour simplifier, et tenter de se liberer de ce paradoxe, disons que la 
construction d’un organisme debute par la fecondation d'un oeuf, par un 
spermatozoi'de. L’oeuf feconde, appele zygote, est alors une cellule diploide 3 qui 
va pouvoir commencer ä se diviser selon le principe du cycle cellulaire : 2, 4, 8, 
16... 2" cellules, jusqu’ä donner un nouvel organisme, capable ä son tour de 
fabriquer des cellules germinales (oeufs et spermatozoi'des), qui elles-memes... Le 
premier fait marquant dans cette succession d’evenements, est que le cycle 
cellulaire n’est pas uniquement multiplicatif. Meme si chaque division donne, 


3. La quantite d’ADN Q = 2n, par Opposition au gametes dits haploides oü Q = ln. 
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globalement, deux cellules filles identiques entre elles et ä la cellule initiale, il est 
clair que le resultat final ne se presente pas simplement sous la forme d’un paquet 
informe de cellules. Au cours du developpement, progressivement, des formes, des 
structures se mettent en place (voir chapitre IV) pour finalement aboutir ä une 
architecture organique et tissulaire elaboree, capable de realiser les fonctions les 
plus complexes : boire, manger, voir, entendre, marcher, voler... et parfois meme 
penser. 

II ressort d’une teile constatation que, au-delä de son aspect proliferatif, essentiel 
pour atteindre une sorte de masse critique, le cycle cellulaire doit participer au 
destin des cellules. C’est l’aspect differenciateur du cycle. Au vu des resultats, 
cette differenciation ne se fait pas au hasard. Elle est le fruit d’un conditionnement 
multifactoriel, dans lequel intervient aussi bien le nombre de cellules, que leur 
Position relative, leurs relations avec le milieu exterieur (voir chapitre V), ou, plus 
simplement, la force de gravite (voir annexe 1 du chapitre V). C’est en prenant en 
compte toutes ces informations, ä chaque nouveau cycle, que les cellules vont 
finalement etre en mesure d’effectuer, correctement et au bon endroit (voir 
chapitre IV) une täche speciale necessaire au bon fonctionnement de l’ensemble de 
l’organisme. 


2.3. La differenciation : de la pluripotence ä la fonction unique 

Le premier resultat de la fecondation est la Constitution d’un nouveau genome, 
unique, dans lequel se trouvent toutes les informations necessaires ä la fabrication, 
au fonctionnement, ä l’entretien et aux reparations d’un nouvel organisme (voir 
chapitre II). Au für et ä mesure des divisions, chaque cellule conserve la totalite de 
ce plan. Par ailleurs, alors que l’organisme se construit progressivement, les 
cellules, en fonction de leur Situation, voient leur destin s’orienter dans une 
direction particuliere, et plus le developpement avance, plus la direction se precise. 

Les cellules issues des premieres divisions sont appelees blastomeres et peuvent 
etre considerees comme äquivalentes, voire interchangeables. En realite, tres 
rapidement des phenomenes de Segregation cytoplasmique orientent le destin des 
blastomeres. Puis, le nombre de cellules augmentant, des replis, des structures se 
dessinent. On parle de territoires presomptifs, qui se repartissent, de l’exterieur 
vers l’interieur, en ectoderme, mesoderme et endoderme (voir chapitre V). 
Chacune de ces regions va etre ä l’origine de tissus ou d’organes particuliers. Des 
lors, il apparait qu’une cellule appartenant au mesoderme par exemple, perd les 
potentialites correspondant au devenir de l’ectoderme ou de l’endoderme (voir 
chapitre IV), et ce bien que le genome soit represente dans son integralite dans 
toutes les cellules de tous les tissus. La differenciation peut etre consideree 
comme une reduction progressive des potentialites de destin des cellules. 
Parrallelement, les conditions necessaires ä la realisation de fonctions specifiques 
se mettent en place de cycle en cycle par l’expression de genes particuliers. Apres 
un certain nombre de cycles, lorsque la cellule est definitivement apte ä realiser ses 
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fonctions, eile cesse de se diviser (voir chapitre II, § 6). De cette maniere, 
lorsqu’une cellule est arrivee au terme de sa differenciation, seuls les genes 
necessaires ä son metabolisme general et ä la realisation de sa fonction particuliere, 
restent encore actives. L’ADN des eucaryotes, au lieu d’etre nu comme celui des 
procaryotes, est pris dans une structure proteique constituee en particulier 
d’histones, l’ensemble formant la chromatine (voir chapitre II, § 3). Les histones 
semblent jouer un role essentiel dans le mecanisme repressif decrit, fondamental 
pour un fonctionnement coherent et harmonieux de l’ensemble de l’organisme. 


3. PROBLEMES ET LIMITES DU CYCLE CELLULAIRE 
3.1. PROBLEMES 

L’un des premiers problemes rencontres par les cellules concerne le maintien de 
l’integrite du genome. Suite aux agressions du milieu exterieur, et en particulier des 
agents mutagenes tels que produits chimiques ou radiations, des modifications 
peuvent apparaitre dans l’ordonnancement des bases, des sortes de faules d’ortho- 
graphe qui, si eiles concement un gene, peuvent induire son dysfonctionnement et 
avoir des consequences dramatiques pour la cellule (voir chapitre II, § 8). Ces 
accidents, lorsqu’ils surviennent pendant l’interphase entrainent generalement la 
mort de la cellule, mais restent sans consequence notable pour l’organisme. Par 
contre, si une cellule dont l’ADN a subi des lesions ou des remaniements entame 
un cycle de division, en particulier si les mutations concement des genes impliques 
dans la regulation du cycle, l’absence de corrections peut mener ä une 
transformation debouchant sur une lignee anormale dont le developpement 
incontrole peut etre fatal pour l’organisme dans sa totalite. 

Une autre source d’erreur dans la sequence genomique, se situe au niveau du 
mecanisme de replication proprement dit (voir chapitre II, § 7). Si on assimile 
chaque paire de bases ä un simple caractere d’imprimerie, le total du genome 
humain represente plus d’un million de pages ! On comprend dans ces conditions 
que les possibilites d’erreur de recopie ne manquent pas. 

Pour eviter ce genre d’accident, les cellules disposent d’un certain nombre 
d’enzymes chargees de corriger les erreurs, detectables gräce ä la structure 
antiparallele de l’ADN (voir chapitre II, § 6). Cependant il peut arriver que, suite ä 
des remaniements trop importants, la cellule ne soit pas en mesure d’effectuer 
toutes les corrections necessaires. Dans ce cas, certaines proteines, considerees 
parfois comme « gardiennes du genome », ont pour role d’empecher la cellule de 
proliferer, soit en induisant un blocage en phase GO/1, soit plus brutalement en 
programmant sa mort (apoptose) [Steller, 1995 ; Segal-Bendirdjian, 1999], 

Un autre point crucial de la division cellulaire, concerne le passage de G2 en 
mitose. En effet, il est necessaire, une fois la replication realisee, d’y mettre un 
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terme afin d’eviter une hyperploi'die (la quantite d’ADN est superieure ä la 
normale), source inevitable de dereglement cellulaire. Pour eviter cela, la cellule 
forme un complexe proteique appele MPF (pour Mitosis Promoting Factor), qui la 
protege du risque d’hyperploi'die en l’obligeant ä rentrer en mitose. 


32. Limites 

A l’extremite des chromosomes eucaryotes, on trouve un complexe nucleo- 
proteique denomme telomere, implique entre autres dans la repartition equitable 
des chromosomes dans les deux cellules filles. Par ailleurs, les telomeres ne sont 
pas repliques completement par les enzymes conventionnelles utilisees par la 
cellule au cours de la phase S. Leur replication totale n’est assuree que par une 
enzyme particuliere, la telomerase. Or, cette enzyme n’est pas exprimee dans les 
cellules somatiques. La consequence est un raccourcissement progressif des 
telomeres ä chaque division cellulaire, qui constituerait une sorte d’horloge 
biologique, et expliquerait que le nombre de divisions possibles ä partir du moment 
de la fecondation soit limite ä une cinquantaine. Ainsi, la mort de l’individu 
semblerait en relation avec l’usure des telomeres. Seules les cellules de la lignee 
germinale montrent une activite telomerase, assurant ainsi ä la descendance 
potentielle une remise ä zero de l’horloge biologique. Dans les cellules somatiques, 
lorsque la telomerase s’exprime, un phenotype cancereux lui est associe. 

Tous les systemes de contröle du cycle dont disposent les cellules peuvent malheu¬ 
reusement etre pris en defaut. Les consequences des dereglements qui s’en suivent, 
souvent graves, parfois fatales, ont pousse les chercheurs ä etudier de plus en plus 
precisement les nombreux mecanismes mis en jeu lors de la division cellulaire. 


4. METHODES D’ETÜDE DU CYCLE CELLULAIRE 


Differentes methodes ont ete developpees pour etudier le cycle cellulaire : 
incorporation de thymidine tritiee pour l’evaluation de la proliferation, microcine- 
matographie pour l’aspect morphocinetique du cycle, et en particulier de la mitose, 
analyse d’image... Cependant, la technique la plus employee aujourd’hui est sans 
conteste la cytometrie en flux (CMF). 

Principes generaux de la cytometrie en flux 

Malgre son relatif jeune äge (les premiers prototypes datent de 1965, et son 
apparition en France du debut des annees 1980), la cytometrie en flux est devenue 
une technique de routine, utilisee aussi bien dans le domaine de la recherche 
fondamentale que dans le cadre d’applications cliniques. 

Le principe de la cytometrie en flux (figure 3) repose sur Fassociation de techno- 
logies mettant en oeuvre differents principes physiques ou physico-chimiques, et ä 
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partir desquelles il est possible d’analyser individuellement et rapidement les divers 
elements d’une population cellulaire (ou sub-cellulaire), en fonction de plusieurs 
parametres. Les resultats alors foumis se presentent sous la forme d’une represen- 
tation statistique de la repartition de la population selon les criteres etudies. 


t air comprime 



Figure 3 - Schema de principe d’un cytometre ä flux 

L’echantillon (1) subit une focalisation hydrodynamique (2) au moyen d’un liquide 
d’entramement (3). Les signaux de diffusion sont recueillis par une photodiode (4) 
et les signaux de fluorescence sont selectionnes par des filtres optiques (5) et 
collectes par des photomultiplicateurs (6). Un analyseur mullicanaux (7) et un 
micro-ordinateur (8) permettent de gerer leur acquisition et analyse. Le tri des 
cellules est realise au moyen de plaques de deviation (9) apres chargement 
electrostatique du jet (10) fractionne en gouttelettes (figure 3). 

Le defilement rapide de particules individualisees est realise selon le principe de la 
focalisation hydrodynamique 4 . L’analyse proprement dite est effectuee par la 
mesure de signaux optiques : les cellules une fois alignees et accelerees (1000 ä 
5000 par seconde) passent devant un faisceau de lumiere d’excitation, fourni par un 
laser ou une lampe ä vapeur de mercure. De l’interaction entre le faisceau et les 
particules resultent des signaux lumineux de plusieurs natures : 

■/ la diffusion aux petits angles, collectee dans Taxe du faisceau excitateur, donne 
une indication sur la tadle des cellules, 

■/ la diffusion grands angles, collectee ä 90° par rapport au faisceau lumineux, 
donne des indications sur la structure interne (granulometrie, rapport nucleo- 
cytoplasmique...), 

•/ la fluorescence, celle-ci pouvant etre une auto-fluorescence, ou resulter d'un 
marquage ; d’une longueur d’onde differente de celle de l’excitation, sa 
collection necessite l’utilisation de filtres optiques specifiques. 


4. La focalisation hydrodynamique permet aux cellules d'etre centrees dans une gaine liquide. 
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Collectes et amplifies par des photodetecteurs, les signaux lumineux sont 
transformes en signaux electriques et leur amplitude est ajustee electroniquement 
pour etre compatible avec la plage de travail de l’analyseur multicanaux vers lequel 
ils sont diriges. Au für et ä mesure de leur apparition, les signaux sont classes en 
fonction de leur hauteur, et participent ainsi ä la Constitution d’un histogramme de 
la repartition des cellules en fonction du (des) parametre(s) etudie(s). 

Au-delä de sa fonction analytique, la CMF permet le tri de sous-populations 
particulieres mises en evidence par l’analyse. La realisation de cette Operation 
passe par: 

■/ la definition ä l’aide de curseurs, des zones correspondant aux sous-populations 
ä trier (1 ä 2), 

•/ le fractionnement du jet en gouttelettes, 

y le chargement electrostatique des gouttelettes contenant un objet appartenant 
aux zones definies, 

y la deviation par un champ electrique des gouttelettes chargees, et leur 
recuperation dans des tubes. 

Les cellules ou particules subcellulaires ainsi triees pourront alors faire l’objet 
d’etudes aussi bien structurales que biochimiques, ou encore etre analysees en 
biologie moleculaire, ou meme etre remises en culture dans le cas d’un travail sur 
cellules vivantes [Ronot & Schoevaert, 1999], 

5. Application de la CMF Ä l’etude du cycle cellulaire 

La cytometrie en flux permet d’obtenir une analyse globale des differents 
parametres du cycle cellulaire. La progression des cellules dans le cycle se 
caracterise en premier lieu par une modification de leur contenu en ADN. Ainsi, la 
quantite d’ADN de chaque cellule determine sa position dans le cycle et en 
analysant un nombre statistiquement satisfaisant de cellules, il est possible 
d’estimer le pourcentage de cellules dans chacune des phases. 

5.1. Analyse monoparametree 

II existe un certain nombre de fluorochromes specifiques de l’ADN, gräce 
auxquels le contenu cellulaire peut etre etudie. Les fluorochromes les plus 
employes sont l’Iodure de Propidium (IP), et le Bromure d’ethidium (Bet). Ces 
colorants presentent l’avantage d’etre excites par l'une des principales longueurs 
d’onde des lasers argon (488 nm), et emettent autour de 620 nm avec un tres bon 
rendement quantique. Leur inconvenient est qu’ils ne sont pas, ä proprement 
parier, specifiques de l’ADN, mais plus exactement des polynucleotides double 
brins. Autrement dit, ils sont egalement capables de se fixer ä l’interieur de doubles 
brins ARN-ARN, ou d’hybrides ADN-ARN. En consequence, leur emploi, si l’on 
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souhaite effectuer une mesure precise de l’ADN, et rien que de l’ADN, necessite 
un traitement par la RNase. 

Les deux autres fluorochromes classiquement utilises dans l’analyse du cycle 
cellulaire, sont le HOechst (HO) 33258 et le DiAminoPhenyllndol (DAPI). Speci- 
fiques de l’ADN, ces colorants ont l’inconvenient de necessiter une excitation par 
des longueurs d’onde U.V. disponibles uniquement sur les gros lasers argon 
(chers...). Leur emission se situe autour de 450 nm. On notera par ailleurs que le 
PI, le Bet et le DAPI, incapables de franchir la membrane cellulaire, necessitent 
une fixation prealable des cellules. Le Hoechst 33342 est capable de colorer des 
cellules vivantes. L’analyse en flux de cellules colorees par ces divers fluoro¬ 
chromes revele un histogramme dont la forme typique est donnee sur la figure 4. 

nombre de 
cellules/canal 


Figure 4 - Analyse monoparametree du cycle cellulaire 

L’histogramme met en evidence une premiere population (cellules en GO/1), une seconde 
Population avec un contenu en ADN double (cellules en G2+M) et une population 
intermediaire correspondant aux cellules en cours de replication (phase S). 

5.1.1. Etüde de la proliferation 

Le pic de plus faible fluorescence correspond aux cellules en GO/1, le pic de plus 
forte fluorescence, double du premier pic, correspond aux cellules en G2+M, et la 
zone intermediaire aux cellules en phase S (figure 4). Pour determiner le 
pourcentage correspondant ä chacune des phases, des logiciels informatiques sont 
capables d’effectuer une deconvolution de l’histogramme en differentes compo- 
santes mathematiques. Les phases GO/1 et G2+M sont assimilees ä une gaussienne, 
tandis que la phase S, suivant les programmes, est estimee par une simple diffe- 
rence (a), un polynome du second degre (c), voire une somme de gaussiennes (b) 
(voir encadre). 

a La methode miroir considere que la moitie gauche du pic GO/1 ne contient 
que des cellules en GO/1 et que la moitie droite du pic G2+M ne contient que 
des cellules dans ces phases. En multipliant par 2 le nombre de cellules comp- 
tabilisees dans chacun des demi-pics, on obtient le nombre de cellules en 
GO/1 et G2+M respectivement. Le nombre de cellules en phase S est obtenu 
simplement en soustrayant le contenu des phases GO/1 et G2, M au total. 


GO/1 



contenu relatif en ADN 
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Analyse mathematique du cycle celluiaire 

La figure 5 illustre differents traitements mathematiques possibles de l'histogramme 
exprimant le contenu relatif en ADN d'une population celluiaire. 



kl CI = 1/2 GO/1 
1 I = 1/2 G2+M 


S = Total - [(GO/1) + (G2+M)] 


GO/1 



G2+M 



Figure 5 - Analyse de l'histogramme exprimant le contenu relatif en ADN 
d'une population de cellules I 
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b - c Les methodes des gaussiennes (b) et du polynöme du second degre (c) 
assimilent chacune les phase GO/1 et G2+M a des gaussiennes. Elles se 
differencient par leur methode d’evaluation de la phase S. Dans un cas (b), la 
phase S est assimilee a une somme de gaussiennes, alors que dans l’autre cas 
(c), cette phase est estimee par un polygone du second degre. 

La consequence est que, suivant le Programme utilise, il est possible ä partir d’un 
meme histogramme d’obtenir des resultats sensiblement differents. La limite de ce 
type d’analyse, en partie ä l’origine de ces divergences, se trouve dans l’impos- 
sibilite de faire la difference entre une cellule en phase G1 et une cellule en phase S 
precoce et, ä l’autre extremite du spectre, entre une cellule en S tardif et une cellule 
en G2. Ces resultats, malgre leurs limites, constituent une source d’informations 
essentielles, aussi bien dans les etudes fondamentales concernant les mecanismes 
de fonctionnement et de regulation du cycle cellulaire que dans des approches 
cliniques, diagnostiques et pronostiques ou dans le suivi therapeutique des patients. 

5.1,2. Mesure de la plo'idie (index en ADN) 

La mesure de la plo'idie constitue un indice ä la fois diagnostique et pronostique 
quant ä la nature normale ou tumorale des cellules. II est possible par CMF de 
mesurer le degre de plo'idie des cellules analysees. En prenant comme reference le 
pic correspondant ä des cellules normales en GO/1, de plo'idie 2 par definition, on 
peut calculer l’index d’ADN relatif d’une population aneuploi'de. 

Les modifications de plo'idie qui apparaissent frequemment lors du developpement 
de phenomenes tumoraux sont clairement mises en evidence par une analyse en 
flux du contenu en ADN des cellules incriminees. Les cellules tetraploides en Gl 
apparaissent au niveau du pic G2 des cellules normales proliferantes, tandis que les 
cellules Gl hypo-tetraplo'ides forment un pic situe entre les pics Gl et G2 normaux 
(figure 6). 

En mesurant le contenu en ADN, il est possible de metttre en evidence les 
modifications de plo'idie qui apparaissent frequemment lors du developpement de 
phenotypes tumoraux. Normalement, les cellules de l’organisme sont pour 
Eessentiel en phase GO/1 (graphe superieur). Aussi, la mise en evidence de cellules 
en S et G2+M (ligne 2) peut etre l’indice d’une proliferation tumorale. D’autre 
part, suite ä la mise en place d’une proliferation anormale, il peut arriver que 
certaines cellules arrivees en G2 (ADN = 4n) n’effectuent pas leur mitose. En 
reprennant alors un cycle de Synthese, les cellules donnent des cellules en G2+M 
ayant un contenu en ADN = 8n (ligne 3). Dans ce cas, le pronostique devient moins 
favorable. Enfin, la machinerie cellulaire n’etant pas concue pour traiter autant de 
materiel genetique, il arrive parfois qu’une partie de ce materiel ne soit pas 
replique. Les cellules en Gl deviennent alors hypotetraploides (ADN <4n), et le 
pronostique encore moins favorable (ligne 4). 
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GO 



contenu relatif en ADN 


Figure 6 - Approche des phenomenes tumoraux par mesure du contenu en ADN 

II est egalement possible d’obtenir une valeur absolue de la quantite d’ADN de 
cellules, en les analysant simultanement avec des cellules de reference, au contenu 
en ADN parfaitement connu. Les Standards classiques sont les erythrocytes de 
poulet, et les erythrocytes de truite. 

5 . 2 . Analyse multiparametree 

52.1. Marquage des cellules en phase S par incorporation de BrdU 

Comme Signale precedemment, une des limites de l’analyse mono parametree est 
l’impossibilite de differencier les cellules en debut et en fin de phase S, des cellules 
en GO/1 et G2+M respectivement. L’utilisation de BrdU (BromodeoxyUridine) a 
permis de resoudre ce probleme, gräce ä son analogie avec la thymine et ä ses 
qualites antigeniques. Si l’on met des cellules proliferantes en presence de BrdU, 
pendant une courte periode (15 ä 30 mn) avant de les fixer, seules les cellules en 
cours de replication vont etre capables de l'incorporer. Apres fixation, les cellules 
sont soumises ä un traitement destine ä rendre le BrdU accessible, puis mises en 
presence d’un anticorps dirige contre ce compose. Dans un deuxieme temps, ce 
premier anticorps est revele ä l’aide d’un second anticorps marque par un fluoro- 
chrome, generalement le FITC (FluoresceinelsoThioCyanate). La derniere etape 
consiste ä marquer globalement l’ADN ä l’aide d’un fluorochrome specifique, 
comme pour l’analyse monoparametree. 

L’analyse en flux est ensuite realisee ä l’aide d’un seul laser, si le fluorochrome 
colorant l’ADN est l’IP ou le Bet: ils ont la meme longueur d'onde d’excitation 
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(488 nm) que le FITC, et une longueur d’emission differente (530 nm pour le 
FITC, 620 nm pour FIP ou le Bet). La coloration de FADN par le HO ou le DAPI 
necessite une analyse en double laser. 

Le resultat se presente sous la forme d’un histogramme biparametre, donnant en 
abscisse le contenu global en ADN et en ordonnee la quantite de BrdU incorporee 
(figure 7). Dans ces conditions, le calcul du pourcentage de cellules dans chacune 
des phases devient simple et sans ambigui'te [Yonish-Rouach et al., 1993], 
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contenu global en ADN 


Figure 7 - Analyse en flux du cycle cellulaire, 
apres incorporation de BrdU et immunomarquage fluorescent 


5.22. Mesure de la duree du cycle 

Les proprietes du BrdU peuvent etre egalement utilisees pour estimer de maniere 
plus fine la duree de chacune des phases du cycle cellulaire, par la technique dite 
de pulse-chase, dont le principe est le suivant. Apres avoir mis les cellules en 
presence de BrdU pendant un temps court (pulse ), on effectue un changement de 
milieu (chase), et on remet les cellules en culture dans du milieu normal. En 
realisant, ä intervalles de temps reguliers, l’analyse d’un aliquote des cellules, il est 
possible de suivre le devenir des cellules qui etaient en cours de replication au 
moment du marquage. Celles-ci vont passer en G2+M, puis en GO/1... et pourront 
etre reperees gräce ä la quantite de BrdU incorporee, celle-ci etant bien entendu 
reduite de moitie ä chaque mitose. On obtient ainsi une cinetique precise et une 
mesure temporelle absolue du cycle cellulaire. 

II convient cependant de savoir que ce type d’experience, apparemment simple 
dans son principe, n’est pas trivial ä realiser, et necessite pour trouver tout son sens 
des traitements informatiques relativement complexes [Gray et al., 1990], 

Une maniere moins sophistiquee d’obtenir des informations ä peu pres equivalentes 
consiste ä combiner les pourcentages de phases obtenus classiquement ä une 
mesure du temps de doublement des cellules. Cette derniere correspond globa- 
lement ä la duree totale du cycle, qu’il suffit de rapporter ensuite aux pourcentages, 
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pour obtenir une valeur absolue du temps passe par les cellules dans chacune des 
phases. Typiquement, pour un temps de doublement de 15 heures, on observe une 
repartition des pourcentages de phases de : GO/1 = 50% (soit 7h30), S = 30% (soit 
4h30), G2+M = 20% (soit 3h). 

5.23. Cycle cellulaire et contenu en ARN 

Gräce aux proprietes de l’Acridine Orange (AO), il est possible de mesurer 
simultanement le contenu en ADN et en ARN des cellules. La particularite de ce 
colorant, excitable ä 488 nm, est de se fixer de maniere differente sur les 
polynucleotides double ou simple brin, et d’emettre alors ä des fluorescences de 
longueur d’onde differentes : vert (520 nm) pour les doubles brins, rouge (650 nm) 
pour les simples brins. En operant dans les conditions adequates, l’ADN est estime 
par la fluorescence verte, tandis que 1’ARN se mesure par la fluorescence rouge. 
Ainsi, les cellules quiescentes (phase G0) dont le contenu en ARN est plus reduit 
que celui des cellules en cycle, peuvent etre separees des cellules en phase Gl. 

De la meme maniere, dans un melange de cellules normales et de cellules 
tumorales ayant le meme degre de ploidie, les secondes vont etre separees des 
premieres, du fait de leur metabolisme plus actif qui se caracterise entre autres par 
une plus grande quantite d’ARN [DARZYNKIEWICZ & KAPUSCINSKI, 1990]. 

Au delä d’une mesure globale de l’ARN, la CMF permet egalement d’etudier le 
niveau d’expression d’un ARN messager (ARNm) particulier en fonction du cycle 
cellulaire. Dans ce but, on note essentiellement deux approches. La premiere 
consiste ä marquer specifiquement, in situ, l’ARNm auquel on s’interesse ä l’aide 
de sondes complementaires, prealablement marquees par un fluorochrome. Le 
resultat se presente sous la forme d’un histogramme biparametre, donnant en 
abscisse le contenu en ADN, et en ordonnee le contenu en l’ARNm etudie. Cette 
technique reste encore peu usitee, principalement en raison de la fragilite des 
ARN qui ont parfois le plus grand mal ä survivre aux traitements necessaires ä 
l’hybridation in situ en Suspension. D’autre part, seuls des ARN ä fort taux 
d’expression (> 1000 copies/cellule) sont susceptibles d’etre ainsi etudies. De plus, 
cette technique ne permet pas de differencier l’ARNm interessant de ses formes 
pre-messager ou des ARN d’un eventuel pseudo-gene. 

Une alternative dans l’etude d’un ARNm specifique en fonction du cycle cellulaire 
consiste, dans un premier temps, en une simple analyse du contenu en ADN, suivie 
d’un tri des cellules en fonction de leur position dans le cycle. En utilisant ensuite 
sur les cellules triees les techniques classiques de biologie moleculaire (extraction 
des ARN, electrophorese, hybridation), on obtient des informations plus süres et 
plus probantes [Grunwald et al., 1995], 

Lorsque l’on veut associer CMF et tri cellulaire, il est logique d'envisager imme- 
diatement un tri realise par cytometrie en flux. Or, pour obtenir une quantite 
süffisante de materiel biologique, il faut compter plusieurs dizaines de millions de 
cellules. Aussi rapide que puisse etre l’analyse et le tri par CMF, la duree du tri se 
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compte alors en heures. En combinant l’elutriation ä la CMF, il est possible de 
resoudre ce probleme de temps. En associant ces deux techniques, plusieurs 
dizaines de millions de cellules dans chacune des phases du cycle peuvent etre 
triees en moins de deux heures, et etre utilisees ensuite avec un certain « confort 
quantitatif », que ce soit en biologie moleculaire ou en biochimie. Cette approche 
peut egalement etre utilisee pour la Synchronisation de cellules, avec moins de 
perturbation du metabolisme cellulaire que lorsque les techniques de Synchro¬ 
nisation sont basees sur la privation en serum ou l’emploi de drogues. 

52.4. Cycle cellulaire et contenu en proteines 

Les possibilites d’analyse multiparametree offenes par la CMF, autorisent une 
etude simultanee du cycle cellulaire et du contenu en proteines specifiques des 
cellules. Cette approche consiste en une mesure du contenu en ADN realisee gräce 
aux fluorochromes precedemment decrits, associee ä un marquage des proteines ä 
l’aide d’anticorps specifiques, fluorescents, ou reveles dans un deuxieme temps par 
un second anticorps lui-meme fluorescent. II est possible d’appliquer cette tech- 
nique aussi bien ä des proteines membranaires (voir chapitre V) qu’ä des proteines 
cytoplasmiques ou nucleaires. Les mesures globales ainsi realisees peuvent etre 
completees par un tri sur lame de microscope, gräce auquel la localisation 
intracellulaire pourra etre precisee [Cahen et al., 1994]. 

Cette caracterisation simultanee ADN/Proteine est egalement utilisee dans le cadre 
d’etude de la proliferation et des differentes composantes du cycle. En effet, 
certains antigenes, tel que le K167, ont une expression liee aux potentialites de 
proliferation des cellules. Leur marquage ä l’aide d’anticorps specifiques permet de 
faire la difference entre cellules quiescentes (phase GO) et cellules proliferantes. 
Certaines glycoproteines permettent de distinguer les cellules en premiere partie 
de phase Gl (Gl-A), des cellules en Gl engagees dans le processus de division 
(Gl-B). D’autres proteines, telles que les cyclines [PRESSCOTT, 1989], histones, ou 
oncoproteines, dont l’expression varie au cours du cycle cellulaire, ont ainsi pu 
etre etudiees ou utilisees en CMF, afin de comprendre la maniere dont ces proteines 
pourraient etre impliquees dans sa regulation [GRUNWALD et al., 1995, 1999]. 

Les nombreuses etudes dont la division cellulaire est l’objet ont permis de 
demonter en partie les mecanismes de contröle et de regulation de cette fonction, 
essentielle pour la cellule aussi bien que pour l’organisme auquel eile appartient. 
Un grand nombre d’enigmes reste encore ä resoudre, aussi bien dans la compre- 
hension generale du cycle, que dans la maniere de retablir un fonctionnement 
normal lorsque la cellule devient tumorale. Cependant, les facteurs environne- 
mentaux, les interactions entre cellules ou avec la matrice extracellulaire (voir 
chapitre VI) ou divers facteurs solubles (facteurs de croissance, hormones...) sont 
capables de contröler certaines etapes de la proliferation cellulaire. Les donnees 
recentes sur 1’etude des interactions cellule-matrice extracellulaire (voir chapitre V) 
montrent des voies de Signalisation cellulaires impliquees dans le contröle de la 
proliferation comme de la mort cellulaire. 
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Chapitre IV 

Morphogenes et champs morphogenetiques 


Pierre-Simon JOUK 


1. Introduction 


Le probleme de l’information de position est, depuis le debut du siede, tres central 
en biologie du developpement. II a repose d’abord sur des donnees d’observation. 
Par exemple, les morphologistes avaient pergu tres tot que les cellules et les tissus 
des membres superieurs et inferieurs etaient les memes. Et pourtant leurs formes 
sont differentes, il devait donc exister, en plus de l’information orientant les 
cellules dans des voies de diffdenciation distinctes, une Information de position 
definissant les patrons (au sens de patron de couture, patterns en anglais) 
delimitant les arrangements des cellules entre eiles. Ce sont ces donnees qui ont 
conduit ä distinguer conceptuellement differenciation cellulaire et morphogenese, 
sans exclure la possibilite de relations entre ces deux phenomenes. Par la suite, les 
nouvelles techniques de marquage cellulaire in vivo au cours du developpement 
embryonnaire ont permis l’elaboration de cartes des territoires presomptifs, c’est ä 
dire d’une representation chez un jeune embryon du devenir ä un stade ulterieur 
des cellules marquees. Le probleme pose par ces etudes etait clairement: quels sont 
les mecanismes qui permettent ä chaque cellule d’etre informee de sa position au 
sein de l’embryon pour realiser son programme specifique et en particulier quelles 
sont les molecules morphogenes 1 qui delivrent cette information de position ? 

D’autres constatations experimentales ont ete apportees par les techniques 
d’excision-transplantation. HARRISON en 1918 montrait que la transplantation 
ectopique de bourgeons de membre ä un stade precoce permettait l’obtention de 
membres en position ectopique, que la transplantation d'une moitie de bourgeon 
aboutissait au meme resultat, enfin que des cellules indeterminees injectees au sein 
du bourgeon de membre se differenciaient selon le programme du tissu höte. 
L’ensemble de ces caracteristiques qui presentent des analogies avec le 
comportement des charges au sein d’un champ electrique, le conduisit ä evoquer 


1. Ce concept sera progressivement introduit et mis en exemple dans la suite du texte. II sera 
egalement illustre dans les divers modeles theoriques presentes en annexe. 
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l’existence d’un champ d’organisation ou champ morphogenetique (CM). Par la 
suite, les definitions des termes ont ete etroitement dependantes des hypotheses 
physiopathogeniques sous-jacentes. HUXLEY et DE BEER en 1934 insistaient sur 
l’existence au pourtour des CM d’un gradient de cellules dont les potentialites 
morphogenetiques s’amenuisaient tres progressivement. De gradient de potentialite 
ä gradient de morphogenes il n’y a qu’un pas et ces auteurs furent parmi les 
Premiers ä evoquer la possibilite de l’existence d’un gradient de molecules 
morphogenes rendant compte des proprietes du CM. Pour SPEMANN (1938), le CM 
n’etait ni plus ni moins que le lieu oü s’etablissait un Systeme d’induction, decou- 
verte qui venait de lui valoir le premier prix NOBEL attribue ä un embryologiste. 
Dans cette seconde definition, le concept de morphogene etait beaucoup plus vaste 
puisque se referant ä toute molecule capable de provoquer une induction sur un 
tissu competent. Par la suite, le terme de morphogene ou de molecule morphogene 
s’est progressivement limite ä son acception premiere, pour la simple (et pas tres 
bonne) raison que l’utilisation de ce terme dans son sens large amenait ä considerer 
la majeure partie des molecules impliquees dans 1’embryogenese. 

Nous utiliserons donc le terme de morphogene, dans son appellation limitee et la 
plus habituellement admise : il s’agit d’une molecule qui agit localement pour 
organiser le patron spatial de differenciation cellulaire en fonction des variations de 
sa concentration. Le champ morphogenetique est le lieu oü le morphogene agit 
pour contribuer ä sa subdivision en plusieurs sous-regions. Il n’est pas equivalent 
au terme de territoire presomptif 2 evoque precedemment, ce demier elant souvent 
plus large. 


2. La drosophile, 

ANIMAL MODELE DE LA GENETIQUE DU DEVELOPPEMENT 


La mise en evidence des morphogenes s’est faite chez un des animaux modeles de 
la genetique et de la biologie du developpement: la drosophile (ou mouche du 
vinaigre). Dans cette espece, le cycle de vie est tres court (figure 1), 2 a 3 semaines 
pour chaque generation. L’embryogenese dure environ 24 heures, eile aboutit ä la 
formation d’une larve qui est un organisme Segmente assurant des fonctions de 
nutrition et de croissance. Au sein de cette larve, les futures cellules du stade adulte 
restent ä un stade indifferencie, regroupees sous la forme de petits amas de 


2. Une metaphore, que j’emprunte ä Lewis Wolpert, aide ä ne pas surestimer le determinisme strict 
dont a trop souvent ete affublee cette notion. Le territoire presomptif n’est qu’un panneau 
d’affichage de trains au depart: il nous dit simplement que, si tout se passe comme prevu, teile 
cellule placee ici se retrouvera lä bas au niveau de tel organe ä l’issu du developpement 
embryonnaire. En effet, en cas de problemes, il ne faut pas perdre de vue que des compensations 
sont possibles, avec des limites bien entendu (les utilisateurs des chemins de fer connaissent bien 
le probleme !). 
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cellules : les disques imaginaux 3 , repartis dans les differents Segments (par 
exemple le premier segment thoracique contient deux paires de disques imaginaux, 
une paire pour les ailes anterieures et une paire pour les pattes avant). On observe 
successivement 3 stades larvaires en 4 jours, separes par des mues aboutissant ä 
une nymphe dont la metamorphose dure environ 4 jours. Chaque drosophile adulte 
vit en moyenne 9 jours, eile assure essentiellement les fonctions de reproduction. 
Cette rapidite du developpement va de pair avec la mise en ceuvre de moyens 
matemels particulierement efficaces pour produire des oeufs et des larves. 


JO O 

embryogenese 

3 stades larvaires separes par des mues 


fecondation 


J 1 


larve 


J 5 



nymphe 


J 9 



adulte 


Figure 1 - Cycle de vie de la drosophile 


2.1. OVOGENESE ET FOLLICULOGENESE 

Les cellules germinales primordiales sont contenues au sein de tubes appeles 
ovarioles, dont les parois sont formees par des cellules dites folliculaires. Dans 
chaque chambre une cellule germinale primordiale entreprend une serie de 
4 divisions mitotiques conduisant ä la formation de 16 ovogonies (figure 2), reliees 
entre elles par des ponts cytoplasmiques, les fusomes. 


3. Des le premier stade larvaire, on peut distinguer les cellules qui mourront avec la larve lors de la 
metamorphose et les cellules qui se transformeront lors de la metamorphose pour donner 
naissance aux differents Segments et appendices de la drosophile, regroupees ä l’interieur de sacs 
epitheliaux, les disques imaginaux. Lors de la metamorphose ces disques se deplissent, s’eva- 
ginent, se reunissent les uns aux autres pour former la drosophile adulte. Le lecteur interesse 
pourra egalement consulter les modeles theoriques developpes par Kernevez dans Enzyme 
Mathematics, chap. 6, North-Holland, 262 p. (1980). 
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a b c d 



Flgure 2 - Ovogenese et folllculogenese 

a e representation diagrammatique des 4 divisions successives d’une cellule germinale 
aboutissant ä la formation d’un ovocyte mature (en noir) et de 15 cellules nourricieres. 
L’ovocyte est constamment une des 2 cellules qui presente 4 fusomes. 
f representation schematique de la disposition reelle des cellules nourricieres et de l’ovocyte. 
g- representation schematique de l’ovocyte et des cellules nourricieres au sein de l'ovariole. 
L’ovocyte est entoure de cellules folliculaires en palissade, les cellules nourricieres de 
cellules folliculaires aplaties. 


Parmi les deux seules reliees ä quatre voisines, une seule se differenciera en 
ovocyte, les autres formant les cellules nourricieres. Ces cellules nourricieres 
deviennent rapidement polyploi'des 4 et cette amplification genomique va de paire 
avec une activite transcriptionnelle elevee responsable de la formation d’une 
quantite considerable d’ARN ribosomal 5 et messager (voir chapitre II) qui sont 
exportes vers l’ovocyte sous la forme de particules ribonucleoproteiques. Les 
cellules folliculaires produisent les reserves nutritives de vitellus et synthetisent 
une enveloppe rigide, le chorion, qui entoure l’ceuf. A une de ses extremites, 
l’enveloppe est percee par le micropyle qui permet l’entree du spermatozoi'de et la 
fecondation. Pendant toute cette phase, l’ceuf ne fait que consommer ce qui lui est 
apporte par les cellules folliculaires et nourricieres et son noyau est inactif du point 


4. Voir chapitre 2, sur la plo'idie. 

5. Voir chapitre 2, sur les ribosomes. 
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de vue transcriptionnel. II faut noter que I’ovocyte mature est une structure 
polarisee dont le noyau est localise pres du futur pole rostral 6 et dorsal du zygote. 


22. Embryogenese 6 7 

Apres la fecondation, la ponte est suivie d’une periode de divisions tres rapides des 
noyaux qui sont dupliques toutes les 9 minutes, sans division cellulaire, aboutissant 
ainsi ä la formation d’un syncytium (figure 3). Au stade 256 noyaux, les noyaux se 
repartissent en peripherie de l’ovocyte. Apres 13 cycles environ, 6 000 noyaux sont 
presents au sein d’un blastoderme syncytial. 






Figure 3 - Embryogenese - Formation du blastoderme 

a - debut de replication des noyaux au sein de l’ovocyte apres la fecondation 
b - stade syncytial 256 noyaux repartis au sein du cytoplasme de l’ovocyte 
c - stade du blastoderme syncytial, la membrane cellulaire commence ä s'invaginer entre les 
noyaux marginalises 

d - Blastoderme cellulaire, les membranes cellulaires sont completes autour des noyaux 


L’invagination de la membrane cellulaire aboutit ä l’individualisation des cellules 
peripheriques au stade du blastoderme cellulaire. Seule sa partie ventrale, la 


6. La designation des differents axes de polarite de l'embryon est souvent source de confusion en 
embryologie. En effet, chez l’adulte, la notion de pole cephalique est claire, eile ne l’est plus chez 
le tres jeune embryon lorsque Febauche cephalique n’est pas encore individualisee. Ainsi, on 
decrit lorsque Febauche cephalique est apparue un axe cephalo-caudal, mais on parle d'axe 
rostro-caudal lorsque Febauche cephalique n’est pas encore presente, ou bien encore d’axe 
antero-posterieur, le rostre etant la partie la plus anterieure de l’embryon. (Notez bien que cette 
Convention axe rostro-caudal, synonyme d’axe antero-posterieur et d’axe cephalo-caudal lorsque 
le pole cephalique s’est individualise, que nous utiliserons dorenavant, n’est pas universelle. Pour 
les anatomistes humains qui representent leur sujet fierement campe sur ses membres inferieurs. 
Faxe antero-posterieur est synonyme d’axe ventro-dorsal). 

7. Pour une introduction en douceur ä l’embryologie, citons un excellent livre de bonne vulga- 
risation de Lewis Wolpert, Le Triomphe de l’embryon , Dunod (1992), ainsi que le chapitre 21 
Mecanismes cellulaires du developpement du livre de Bruce ALBERTS et al., Biologie moleculaire 
de la cellule , Medecine-Sciences, Flammarion, 1037-1138 (1994), qui fournit toutes les bases 
necessaires. 
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bandelette germinative, contribuera ä la formation des structures adultes. A ce 
stade le blastoderme cellulaire a la forme d’un « ballon de rugby ». 

La mise en place des feuillets embryonnaires se fait, pour l’endoderme, par 
invagination des deux extremites anterieures et posterieures (figure 4). 



Figure 4 - Embryogenese - Gastrulation et Segmentation 

En a, b et c coupe sagittale, en a\ b’ et c’ coupe transversale de la partie caudale, vue de 
3/4. En d, vue laterale de la larve. Cette representation est tres schematique : en particulier, 
la phase d’extension puis de retraction de la bandelette germinative n’a pas ete representee. 
a et a’ mise en place du tube digestif, l’endoderme, par invagination des 2 extremites 
anterieure et posterieure du blastoderme. b et b' - mise en place du mesoderme par 
invagination de la paroi ventrale du blastoderme. c et c' - mise en place du tissu neural, 
d - aspect de la larve segmentee. 


La mise en place du mesoderme 8 et la neurulation 9 requierent une invagination 
ventrale. Elle est rapidement suivie par la Segmentation et la mise en evidence du 
patron corporel sous forme de 14 segments successifs chez la larve (3 cephaliques. 


8. II y a 700 millions d’annees (les archives fossiles d’Ediacara nous ont apporte de bons elements 
de preuve) sont apparus des animaux ä symetrie bilaterale ä qui on donne le nom generique de 
bilateriens. Ces bilateriens sont les premiers animaux qui presentent, lors de la periode embryon- 
naire, 3 feuillets distincts : l’ectoderme d’oü derivent les teguments et le Systeme nerveux, le 
mesoderme d’oü derivent les tissus de soutien, les muscles, et 1‘endoderme d'oü derive le tube 
digestif. La drosophile et l’homme sont tous les deux des bilateriens. 
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3 thoraciques, et 8 Segments abdominaux), qui presentent chacun des caracteris- 
tiques morphologiques distinctives observables ä la loupe binoculaire. A l’issue de 
l’embryogenese, la larve de drosophile presente une polarite antero-posterieure et 
dorso-ventrale et est segmentee. 


3. L ’ ETABLISSEMENT DE L ’ IN FORMA TION POSITIONNELLE 


C’est l’approche combinee genetique et morphologique qui a permis d’elucider les 
principaux mecanismes mis en oeuvre. La premiere etape a ete l’observation de 
malformations larvaires. On a ainsi observe des mutations (voir chapitre II, § 8) 
compromettant la mise en place des axes de polarite embryonnaire, des mutations 
responsables de la deletion de plusieurs segments, alterant leurs caracteristiques, en 
particulier leur polarite, et modifiant l’identite de chacun des segments. 

3.1. La MISE EN PLACE DES AXES CORPORELS DU ZYGOTE 
SOUS LA DEPENDANCE DE GENES MATERNELS 

3.1.1. Mise en place de Taxe antero-posterieur 

Les premieres mutations qui nous interesseront sont letales ä l’issue du stade 
larvaire et alterent la polarite antero-posterieure. Le mode de transmission gene¬ 
tique de ces malformations est tres particulier. En effet, les drosophiles adultes 
porteuses de ces mutations ä l’etat homozygote n’ont aucune malformation. Par 
contre, les larves des drosophiles femelies adultes homozygotes pour la mutation 
causale presentent des malformations de Taxe antero-posterieur, en l’occurrence 
l’absence de segments cephaliques ou, ä l’inverse, Pabsence de segments abdo¬ 
minaux, alors que la descendance des mäles homozygotes est normale. Ceci permet 
d’evoquer l’existence de genes matemels intervenant dans la mise en place des 
axes de polarite embryonnaire. 

Les etudes de clonage positionnel ont permis de localiser les genes maternels en 
cause, de les identifier et de les caracteriser, puis d’etudier leurs mecanismes 
d’action. Ces genes matemels sont essentiellement transcrits en ARN au niveau des 


9. Initialement, l’ectoderme constitue uniquement l’enveloppe externe du jeune embryon. puis en 
son sein va se differencier le neuroectoderme qui apres invagination va s’individualiser de 
l’ectoderme pour former le Systeme nerveux. Au cours de la seance de l’Academie des Sciences 
du 15 fevrier 1830, un debat acrimonieux opposa ä jamais Georges Cuvier (1769-1832) et 
Etienne Geoffroy Saint-Hilaire (1772-1844), pourtant amis jusque lä. Le premier etait fixiste, 
de ce point de vue les differents plans d'organisation avaient ete etablis distinctivement lors de la 
creation des especes, le second soutenait que les mammiferes et les insectes derivaient tous les 
deux d'un plan d’organisation commun, mais chez les mammiferes la neurulation se faisait sur la 
face dorsale de l’embryon, alors que chez les insectes la neurulation etait ventrale. L’academie 
donna raison alors au premier qui etait outre un grand naturaliste, un grand orateur et un grand 
politique... mais les donnees scientifiques ont confirme au xx siede les vues du second ! 
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cellules nourricieres, puis ces ARNm sont transferes depuis les cellules nourri¬ 
cieres dans le cytoplasme de l’ovocyte sous forme d’ARN (voir chapitre I). La 
traduction des ARNm en proteines se fait apres la fecondation et la ponte. Les 
proteines produites forment des gradients de morphogenes (voir annexe IV, § Al) 
responsables de la Segmentation du volume ovulaire. Nous etudierons plus 
particulierement deux de ces genes maternels affectant la polarite antero- 
posterieure, les genes bicoid et nanos 10 (figure 5). 



Figure 5 - Mise en place de Taxe antero-posterieur 

a - mise en Evidence de la localisation des ARNm bicoid au niveau du pole anterieur du 
zygote par hybridation in situ 

b - mise en evidence du gradient de bicoid au niveau du blastoderme syncytial 

c - representation du gradient de bicoid au niveau des noyaux du blastoderme cellulaire 

d - representation en grise du croissant de bicoid au sein de l’ovocyte, du cöte des cellules 

nourricieres 

e - construction d'un ovariole au sein duquel l'ovocyte est entoure de part et d'autre par des 
cellules nourricieres et entrainant la formation d’un double croissant de bicoid aux 2 pöles 
opposes de l’ovocyte, conduisant ä une larve bicephalique 

f et g - mise en evidence du gradient de bicoid et de l’effet de seuil. Les larves avec un gene 
bicoid fonctionnel (f) ont la taille du pole cephalique inferieure aux larves avec 4 genes bicoid 
fonctionnels. 


Ainsi, les drosophiles femelies homozygotes pour une mutation du gene bicoid 
auront des larves sans Segments cephaliques identifiables. L'ARN bicoid est 
depose ä l’extremite anterieure de l’oeuf, du cöte des cellules nourricieres. Sa 
traduction debute quelques minutes apres la ponte et produit une proteine BICOID 
qui diffuse difficilement. Sa concentration est ainsi maximale au pole anterieur du 
blastoderme syncytial et diminue progressivement vers Laniere. II a ete etabli que 
c’etait toujours du cöte oü la concentration de BICOID etait la plus elevee que la tete 
se differenciait. Cette demonstration a ete apportee par diverses approches 
experimentales, microchirurgicales et genetiques. qui ont permis aussi de mettre en 
evidence le mode d’action de ce gene (figure 5). La proteine BICOID est un facteur 


10. Dans la suite du texte, nous utiliserons une Convention habituelle qui est d’ecrire les genes en 
italique et la proteine exprimee en majuscules. 
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de transcription du type helice-tour-helice (HLH) qui controle Pactivite des genes 
zygotiques, le premier ä etre active etant hunchback. 

Les femelies homozygotes pour une mutation de nanos ont, elles, des larves sans 
segments abdominaux identifiables. L’ARN nanos s’accumule, lui, au niveau du 
pole posterieur de Povocyte. Apres la fecondation et la ponte, la traduction debute 
pour produire une proteine NANOS dont la concentration est maximale au pole 
posterieur du blastoderme syncytial et qui forme un gradient inverse de celui de 
BICOID. La proteine NANOS n’est pas un facteur de transcription mais un inhi- 
biteur de la traduction de hunchback. Les mecanismes d’action de BICOID et de 
NANOS, quoique differents, operent en Synergie (BICOID agit au niveau de la 
transcription, nanos au niveau de la traduction). Ils aboutissent tous deux ä une 
accumulation de HUNCHBACK au pole anterieur du blastoderme syncytial et au 
contraire ä une concentration minimale, voire nulle, de HUNCHBACK au pole 
posterieur. HUNCHBACK est lui aussi un facteur de transcription qui controle 
l’activation d’autres genes zygotiques impliques dans le determinisme des 
segments cephaliques. 

A ce stade, deux questions se posent: comment NANOS a-t-il pu s’accumuler au 
pole posterieur de Pembryon et pourquoi existe-t-il deux gradients en sens inverse 
pour moduler la trancription de hunchback ? 

En effet, l’accumulation de l’ARNm de bicoid apparaissait «naturelle», les 
cellules nourricieres deposent leur ARNm dans la region de Povocyte qui leur est 
immediatement contigue. Mais, pour les ARNm de nanos, ce mecanisme ne peut 
plus etre invoque : il faut imaginer un mecanisme qui permette le transport des 
ARNm de nanos depuis le versant au contact des cellules nourricieres jusqu’au 
pole oppose, le futur pole posterieur. Ces moyens de transport des ARNm nanos 
sont maintenant connus. Pour expliciter ce mecanisme au lecteur qui decouvre 
Punivers de la cellule, nous allons nous permettre une analogie avec le transport 
ferroviaire, dont nous nous eloignerons progressivement. Le probleme est le 
suivant: comment transporter les « wagons » d’ARNm de nanos depuis Pendroit 
oü ils sont deposes par les cellules nourricieres, le pole anterieur de la cellule, vers 
le pole posterieur. II nous faut trouver les rails, la locomotive et le Systeme 
d’accrochage de la locomotive aux wagons. Les rails existent : ils sont fournis par 
le cytosquelette de la cellule, plus particulierement par une de ses composantes, les 
microtubules (voir chapitre V). Nous avons vu precedemment que Povocyte etait 
d’emblee une cellule polarisee, ce qui signifie que le cytosquelette est polarise, en 
l’occurrence les microtubules sont alignes preferentiellement dans le grand axe de 
la cellule avec une polarite conservee, c’est-ä-dire que leur extremite (-) est situee 
pres du noyau, pres du pole anterieur, et leur extremite (+) ä croissance rapide, ä 
l’autre extremite posterieure. Voilä pour les rails, mais il s’agit de dröles de rails 
puisque la formation et Pelongation des microtubules est un phenomene actif et 
permanent (voir annexeV-1). Et, dans la mesure oü il existe un complexe 
proteique qui sert de Systeme d’accrochage liant les extremites 3’ non traduites 
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(voir chapitre II) des ARNm de nanos aux extremites (+) des microtubules, ceci 
permet aux microtubules de jouer ä la fois le röle de rail et de locomotive. 

II existe donc deux gradients en sens inverse qui modulent la transcription de 
hunchback. Les hypotheses pour expliquer cette redondance sont nombreuses. 
Elles ont une valeur heuristique qui justifie qu’elles soient rapportees, mais leurs 
demonstrations sont difficiles. La premiere est qu’il s’agit d’un facteur de robus¬ 
tesse dans le codage de l’information positionnelle. En effet, dans Fhypothese de 
l’existence d’un seul gradient, on pourrait observer une dependance marquee vis-ä- 
vis des conditions environnementales, la temperature en particulier. A temperature 
elevee, la diffusion de BICOID serait par exemple plus rapide et l’indice de cephali- 
sation (la taille du pole cephalique par rapport ä la taille totale du zygote) plus 
eleve qu’ä basse temperature. L’introduction de deux gradients tete-beche a pu 
alors constituer un avantage selectif au cours de Fevolution. Dans Fhypothese 
d’une information positionnelle qui aurait ete codee initialement au cours de 
Fevolution par un seul gradient, le meilleur candidat parait etre bicoid. En effet, 
Faccumulation de bicoid du cöte des cellules nourricieres, qui produisent 
l’essentiel de cet ARN, apparait plus simple ä mettre en oeuvre que Faccumulation 
de nanos du cote oppose. 

3.1.2. Mise en place de l’axe dorso-ventral 

Le caractere crucial de la determination de Faxe dorso-ventral tient au fait que 
c’est selon cet axe que seront specifies les trois principaux feuillets cellulaires, 
ectoderme, mesoderme et endoderme (figure 6). Les principaux genes maternels 
affectant la polarite dorso-ventrale sont dorsal et toll. La specification ventrale est 
sous la dependance d’un gene maternel toll dont les ARNm sont uniformement 
repartis dans le cytoplasme de Fovocyte et qui codent pour une proteine TOLL qui 
est un recepteur transmembranaire (voir chapitre V) reparti uniformement sur 
Fensemble de la membrane cellulaire de Fovocyte. L'information de position est 
assuree ici par les cellules folliculaires situees sur le versant ventral. Ces cellules 
secretent SPÄTZLE, qui est le ligand 11 de TOLL dans Fespace situe entre les cellules 
folliculaires et Fovocyte (figure 6). L’activation du recepteur TOLL sur le versant 
ventral est responsable de Factivation des mecanismes cellulaires qui aboutissent ä 
la coupure du complexe constitue par Fassociation de la proteine DORSAL (produit 
du gene maternel dorsal ) et de la proteine CACTUS. La concentration de la forme 
libre active de DORSAL est donc maximale au niveau ventral et decroit en direction 
dorsale. L’activite de DORSAL, qui est un facteur de transcription, sera donc 
maximale au niveau des noyaux ventraux. Ce premier gradient ventro-dorsal 
s’etant mis en place, un deuxieme gradient va s’installer en sens inverse. Les 
cellules dorsales du blastoderme cellulaire, avec donc de faibles concentrations 
nucleaires de DORSAL, secretent dans Fespace perivitellin le facteur de croissance 


11. Les recepteurs sont des proteines presentant des sites de fixation au niveau desquels peuvent se 
fixer les ligands. La liaison ligand recepteur et la modification conformationnelle qui en decoule 
sont les premieres etapes de la transduction des signaux intercellulaires (voir chapitre V). 
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de la famille des TGF ß Transforming Growth Fact(ß) : DECAPENTAPLEGIC 
(code par le gene zygotique dpp). Ces gradients, extracellulaire de ddp et intracel- 
lulaire de DORSAL, definissent de la region ventrale vers la region dorsale plusieurs 
territoires presomptifs : le mesoderme presomptif, flanque par l’ectoderme neural 
puis rectoderme. 






ectoderme 

presomptif 

tissu neural 
presomptif 

mesoderme 

presomptif 





ectoderme 

mesoderme 
tissu neural 


Figure 6 - Mise en place de Taxe dorso-ventral 

a - les cellules folliculaires ventrales secretent spatzle dans l’espace perivitellin. 
b - spatzle se fixe au niveau des recepteurs toll ventraux de la membrane cellulaire du zygote. 
c - dorsal est transloque dans les noyaux des cellules ventrales du blastoderme cellulaire. 
Les cellules dorsales pauvres en dorsal secretent decapentaplegic dans l'espace perivitellin. 
d - sous l’effet de ce double gradient, ventro-dorsal de la concentration intranucleaire de 
dorsal et dorso-ventral de la concentration en peripherie du blastoderme de decapentaplegic, 
3 territoires presomptifs distincts se mettent en place. L'ectoderme (concentration eievee en 
decapentaplegic, faible en dorsal) ; le tissu neural (concentration intermediaire en decapenta¬ 
plegic et dorsal) et le mesoderme (concentration faible en dorsal, eievee en decapentaplegic). 
e - invagination du mesoderme 
f - debut d'invagination du tissu neural 

g - disposition schematique de l’ectoderme, du tissu neural et du mesoderme en place 
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La mise en place de ces deux axes de polarite embryonnaire est donc, chez la 
drosophile, sous la dependance stricte de l’organisme matemel par l’intermediaire 
des mecanismes decrits ci-dessus. Dans le cas de la polarite antero-posterieure, 
c’est l’ovogenese qui genere l’asymetrie fondamentale de repartition des cellules 
nourricieres et de l’ovocyte ainsi polarise. Dans le cas de la polarite dorso-ventrale, 
c’est l’asymetrie de comportement des cellules folliculaires, en l’occurrence la 
secretion de Spätzle uniquement par les cellules folliculaires ventrales, qui genere 
la polarite dorso-ventrale. 


3.2. Les genes de Segmentation 


Environ 25 genes, tous zygotiques, ont ete impliques dans ce mecanisme. On les 
classe en 3 categories principales : 

J les genes gap, appeles aussi genes cardinaux, 

■/ les genes pair-rule ou genes de parite de segment, 

•/ les genes de polarite segmentaire. Ces genes s’expriment dans des zones de plus 
en plus restreintes. Nous n’en etudierons que quelques uns, en nombre süffisant 
neanmoins pour bien comprendre leur mode de fonctionnement (figure 7). 



Göne maternels 
de polaritö ovulaire 


Gönes gap 


Gönes pair-rule 


Gönes de polaritö 
segmentaire 


Ovocyte 


Blastoderme 

syncytial 


Blastoderme 

cellulaire 


Figure 7 - Succession dans le temps de l’expression des genes 

Les bandes representent schematiquement la distribution des proteines codees par ces 
genes : a- genes maternels qui determinent les principaux axes de polarite de l’embryon et 
activent la transcription des genes zygotiques, b - genes gap qui definissent de larges 
territoires et activent la transcription des c - genes pair-rule, qui sont exprimes sous la forme 
de bandes alternees ; d - les genes de polarite segmentaire permettent l’achevement de la 
Segmentation definitive. 
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3.2.1. Les genes gap 

L’existence des genes gap ( hunchback, giant, kruppel, knirps..) a ete initialement 
inferee ä partir de l’etude des malformations engendrees par leur inactivation. Tous 
sont responsables de la disparition de plusieurs segments consecutifs. Ainsi, les 
mutations de hunchback sont responsables d’une disparition des segments cepha- 
liques. L’inactivation des genes giant, kruppel, knirps entraine la disparition de 
segments au niveau des tiers anterieur, moyen et posterieur de la larve. La encore, 
les techniques de clonage positionnel ont permis de localiser les genes en cause, de 
les identifier et d’etudier leurs mecanismes de regulation. Ces genes codent pour 
des facteurs de transcription. 

L’etude par hybridation in situ de leur territoire d’expression montre par exemple, 
pour giant, kruppel et knirps, des territoires d’expression presents des le stade du 
blastoderme syncytial, se succedant de l’avant vers l’arriere et se recouvrant 
partiellement. L’initiation tres specifique de leur transcription, en un lieu et ä un 
moment donne, se fait sous l’action d’une combinaison specifique d’autres facteurs 
de transcription, venant se Her au niveau des sequences regulatrices (voir 
chapitre II, § 6) en amont du gene. Par exemple kruppel est active par l’action 
combinee de BICOID et hunchback ä des concentrations moyennes. Toute 
modification (augmentation ou diminution), conjointe ou dissociee, des concen¬ 
trations de ces deux proteines par rapport ä des valeurs moyennes va se traduire par 
une diminution de la transcription de kruppel. 

322. Les genes pair-rule 

Les malformations dues ä l’inactivation de ces genes sont surprenantes : non 
seulement elles entrainent une reduction de moitie des quatorze segments normaux, 
mais de plus cette disparition conceme soit l’ensemble des segments impairs, soit 
l’ensemble des segments pairs, au lieu d’affecter les sept premiers ou les sept 
derniers segments de la larve. La disparition des segments pairs est due ä 
l’inactivation du gene even-skipped, la disparition des segments impairs est due ä 
l’inactivation du gene fiishi tarazu n . Les territoires d’expression de chaque gene 
pair-rule sont decelables des le stade du blastoderme syncytial sous la forme d’une 
succession de quatorze bandes, les bandes exprimant le gene alternant avec les 
bandes ne l’exprimant pas (figure 7). Nous sommes habitues maintenant au piege 
de la nomenclature et nous ne sommes donc plus surpris de constater que les 
bandes impaires expriment even-skipped et les bandes paires fiishi tarazu. Nous 
aurons l’occasion de voir cependant que les bandes visualisees par les techniques 
d’hybridation in situ ne correspondent pas aux segments larvaires definitifs, mais 
ä une structure transitoire, le parasegment, qui est decale par rapport au segment 
correspondant de la largeur d’un demi-segment. La decouverte de ces structures 
alternees faisait evoquer la possibilite d’un mecanisme de reaction-diffusion ä 


12. On aurait pu s’attendre ä ce que ce gene s’appelle uneven-skipped, mais c’est une chercheuse 
japonaise qui a identifle ce gene et fushi tarazu signifie « trop peu de segments » en japonais. 
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l’origine de leur mise en place (voir annexe IV, § A.2). Las ! Les investigations 
recentes ont montre que l’expression des genes even-skipped et fushi tarazu au 
niveau de chaque bande etait sous la dependance d’une combinatoire precise de 
facteurs de transcription. Par exemple, au niveau de la bande 3, even-skipped 
s’exprimera en presence d’une concentration adequate de facteurs de transcription 
jouant le röle d’activateur, en l’occurrence HUNCHBACK et BICOID. Parallelement, 
l’inhibition de son expression sur les bords de cette raeme bande 3 est sous la 
dependance des facteurs de transcription KRÜPPEL et GIANT, qui jouent le röle de 
represseurs (figure 8). Toute modification experimentale du profil de repartition de 
ces quatre facteurs de transcription est responsable d’une modification de la 
Position et de l’etendue de la bande 3. La dissection genetique 13 des regions 
regulatrices du promoteur d 'even-skipped a par ailleurs montre qu’elles 
possedaient bien des sites de fixation pour ces quatre facteurs de transcription. 


Origines de la denomination des genes embryonnaires 

II n'est pas inutile de reflöchir quelques instants sur les bizarreries de la denomination 
des g6nes. Elle n'est pas uniquement le fait de quelques esprits facetieux, mais plutöt 
une consequence historique de la fapon dont les connaissances ont et6 acquises. En 
effet. dans la premiere moiti6 du xx° siede. I'existence des genes impliqu6s dans les 
processus embryonnaires a le plus souvent 6t6 d'abord d6duite de l'observation des 
phenotypes anormaux induits par des mutations responsables d'une inactivation du 
gene en cause. II etait logique. ä ce stade, d'appeler par exemple dorsal un gene dont 
les mutations etaient associees ä une altäration de la polarite dorso-ventrale. II n'est 
pas etonnant de constater, des lors que les techniques de g6n6tique moieculaire ont 
permis d'dtudier l'expression des genes au cours du developpement normal, que 
l allele 14 sauvage ou normal s'exprime dans les regions ventrales (son inactivation est 
bien responsable d'un ph6notype • dorsalise c'est ä dire sans structure ventrale). La 
denomination du gene reste relativement explicite dans le cas de hunchback (signifiant 
* bossu - en anglais), dont la mutation est ä l'origine d'un ph6notype. non seulement 
alterant la polarite antero-posterieure, mais aussi responsable d’un aspect bossu de la 
larve. 

Parfois, l'art de la description morphologique 6tant complexe, la signification peut 
devenir tres crypt6e et fonction de la nationalite des chercheurs. Par exemple. Spätzle a 
ete designe par une equipe de chercheurs d'Heidelberg en ref6rence ä un type de pätes, 
tres populaires en Allemagne. qui ont un aspect torsade. Nous aurons l’occasion de 
rencontrer d’autres exemples aussi pittoresques. Mais au delä du pittoresque. il taut 
bien retenir que cette remarque sur la nosologie est valable pour toute la genetique, y 
compris celle des maladies humaines. 


13. Ce terme est introduit ici de fagon generique pour designer en fait un ensemble de methodes 
genetiques qui vont permettre de localiser et d’ordonner entre eiles les differents regions 
regulatrices situees generalement en amont du promoteur d’un gene. C’est au niveau de ces 
regions regulatrices que se situent par exemple les sites de liaison des facteurs de transcription. 

14. II est interessant de revenir sur le terme d’allele pour preciser sa signification par rapport aux 
autres termes d’usage courant en genetique du developpement. Nous avons defini les alleles 
comme les differentes versions ou copies d'un meme gene. La cause de I’existence de ces 
differents alleles est la survenue de mutations, et parfois certains auteurs confondent le terme de 
mutation et d’allele en parlant de transmission d’une mutation sauvage ou pathologique. Cet 
usage est impropre, car stricto-sensu le terme de mutation devrait etre reserve ä l'evenement qui 
transforme un allele en un autre, mais il est tellement frequent que l’on a circonvenu le probleme 
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Figure 8 (d’apres Wolpert et al., 1999) 

Au stade du blastoderme syncytial, la repartition en bande (les parasegments) de l’expres- 
sion des genes pair rule est sous la dependance d’une combinaison precise de facteurs de 
transcription. Par exemple, l’expression de even skipped au niveau du parasegment 3 est 
sous la dependance d’une combinaison de facteurs de transcription qui viennent se fixer au 
niveau des sites activateurs (bico'i'd, hunchback) et au niveau des sites represseurs (giant, 
kruppel) des regions regulatrices du promoteur ö’even skipped. Chaque parasegment repond 
ä une combinatoire specifique de facteurs de transcription. Par exemple le profil des facteurs 
de transcription necessaire pour activer even skipped au niveau de la bande 5 est different. 


Ces donnees recentes demontrent donc bien la precision du codage genetique de 
rinformation positionnelle. Si la description des etapes successives conduisant ä 
l’expression tres localisee d’un facteur precis de transcription au cours du 
developpement embryonnaire est finalement relativement simple, la comprehen- 
sion du scenario qui a permis la mise en place, au cours de l’evolution, de cet 
ensemble complexe de facteurs de transcriptions et de leurs regions regulatrices 
nous fait par contre defaut. La encore, les hypotheses ne manquent pas, toujours 
heuristiques, toujours difficiles ä demontrer. Certains evoquent la possibilite que 
les mecanismes de reaction-diffusion soient intervenus au stade precoce de la mise 
en place du plan d’organisation 15 , puis qu’ils aient ete relayes par la mise en place 
des mecanismes genetiques. Dans la mesure ou la mise en place du plan 
d’organisation des arthropodes, phylum auquel appartient la drosophile, remonte au 
Cambrien, il y a environ 570 millions d’annees, la demonstration sera difficile ä 
apporter ! 


en designant par evenement mutationnel l’evenement qui transforme un allele en un autre et en 
acceptant « du bout des levres » le terme de mutation comme un mauvais synonyme d’allele (voir 
chapitre II). 

15. On distingue conventionnellement et classiquement dans le regne animal 22 phylums ou 
embranchements differents, chacun etant caracterise par un plan d’organisation de l’organisme 
different, par exemple le phylum des chordes auquel appartient l’etre humain est caracterise par 
l’existence d’une chorde dorsale au cours du developpement embryonnaire. Cette chorde est 
absente dans le phylum des arthropodes auquel appartiennent les insectes dont la drosophile. Ce 
phylum est caracterise par contre par un exosquelette cuticulaire qui va entrainer la necessite de 
mues successives pendant la croissance de l’animal (voir chapitre VI, § 3.1 et 4.1). par la presence 
de pattes articulees... 
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Enfin, l’expression des genes pair-rule se fait des le stade du blastoderme syncytial 
et eile est tres transitoire. Ceci rend necessaire la mise oeuvre de mecanismes de 
Stabilisation des limites des segments qui se mettent en place des le stade du 
blastoderme cellulaire. 

323. Les genes de polarite segmentaire 

Une fois atteint le stade blastoderme cellulaire, un remaniement profond des 
parasegments va s’operer puisque leurs moities anterieures et posterieures vont 
acquerir des caracteristiques morphologiques propres avant de se scinder en deux. 
Puis la moitie posterieure de chaque parasegment va s’associer avec la moitie 
anterieure du parasegment suivant pour former les segments definitifs. Ces rema- 
niements sont sous la dependance des genes de polarite segmentaire. Par exemple, 
les larves porteuses d’une mutation inactivant le gene engrailed presentent des 
segments non polarises, constitues de la duplication de deux moities anterieures. 
Nous envisagerons plus particulierement les mecanismes d’action de quatre de ces 
genes : engrailed, wingless, hedgehog, patched. 

Les etudes d’hybridation in situ montrent que le facteur de transcription engrailed 
s’exprime au niveau du bord anterieur de chacun des 14 parasegments, que celui ci 
ait exprime even-skipped ou fushi tarazu. Le territoire d’expression d’ engrailed est 
extr6mement etroit puisque son etendue antero posterieure n’est que de quelques 
cellules (figure 9). Le gene hedgehog 16 est active dans les cellules qui expriment 
engrailed. Son produit HEDGEHOG est une proteine transmembranaire presente au 
niveau des cellules les plus anterieures des parasegments et qui rentre donc en 
contact avec les cellules les plus posterieures du parasegment anterieur adjacent. 
Ce contact intercellulaire active une voie de Signalisation qui induit l’expression de 
wingless et l’excretion de WINGLESS dans l’espace extracellulaire. Les cellules 
exprimant ENGRAILED ont egalement des recepteurs membranaires fixant 
WINGLESS, qui active l’expression de engrailed, lui-meme activant l'expression de 
hedgehog, qui active... II s’agit ici d’un exemple typique de retrocontrole 17 positif, 
(voir annexe 2 du chapitre II) frequemment rencontre au cours de l’epigenese 18 . 
L’interaction de ces trois genes produit alors au niveau des interfaces cellulaires 
un processus stable unissant deux hemi-parasegments pour former un segment 
definitif. Ces segments constituent des structures stables qui pourront chacune 
faire l’objet d’un Programme specifique de differenciation cellulaire et de 
morphogenese. 


16. « herisson » en anglais. L’inactivation de ce gene est responsable entre autre d'un aspect en 
herisson de la larve. 

17. «feedbaek » en anglais. 

18. Les modifications epigenetiques, qui sont les consequences de l’epigenese, sont celles qui 
surviennent en dehors de toute modification du genome de l’individu. 
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Segment 



Parasegment Parasegment 


Flgure 9 (d’apres Müller, 1997) 

Delimitation des segments definitifs ä partir des parasegments. Le gene de polarite 
segmentaire engrailed (en) codant pour un facteur de transcription s’exprime ä l’extremite 
anterieure de chaque parasegment au stade du blastoderme cellulaire. engrailed (EN) active 
l'expression de hedgehog (hh) codant pour une proteine transmembranaire hedgehog (HH) qui 
entre en contact avec les cellules postörieures du parasegment situö juste en avant. Ce 
contact constitue un Signal intercellulaire dont la transduction au niveau du noyau entraTne 
l’expression du gene wingless (wg). wingless (WG) est un peptide secrete dans la matrice 
extracellulaire et dont les concentrations sont decroissantes ä partir du site de secretion. 
Les cellules qui repoivent le Signal WG activent l’expression de engrailed. II s’agit ici d’un 
exemple type de retrocontröle positif au cours de la morphogenese aboutissant ä la 
formation d’une structure stable au niveau de l’interface entre chaque parasegment. Les 
segments definitifs resultent de la scission des parasegments en leur milieu. 


33. La specification des segments : les genes homeotiques 

Cette specification des caracteristiques propres ä chaque segment est sous la 
dependance des genes homeotiques. Nous sortons des lors du cadre imparti ä ce 
chapitre, centre sur les morphogenes et l’information de position. En effet, nous 
venons de voir que l’expression des genes homeotiques specifiques ä chaque 
segment ne survenait qu’au terme de la mise en place de l’agencement ordonne des 
segments successifs. Nous ne ferons donc qu’introduire ce pan entier de la biologie 
du developpement en adoptant une approche historique, qui, dans la continuite de 
la presentation choisie pour ce chapitre, partira de la description des malformations 
observees dans la nature. 

William Bateson decrivait des 1894 des mutations qui provoquaient le 
remplacement d’une partie du corps par une structure qui est normalement situee 
ailleurs et appela ces organismes des mutants homeotiques. Les exemples de telles 
malformations sont nombreux, comme par exemple le remplacement chez la 
drosophile d’une paire d’halteres (normalement specifique du troisieme segment 
thoracique) par une paire d’ailes (normalement specifique du deuxieme segment 
thoracique) (figure 10). 
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On sait maintenant 19 : 

■/ que ces genes homeotiques appartiennent tous ä une meme famille de facteurs 
de transcription, disposes lineairement sur le chromosome dans l’ordre de leur 
activation au cours du developpement, 

•/ que chaque Segment de la drosophile exprime une combinaison specifique de 
genes homeotiques responsables de l’expression d’un ensemble de genes 
specifique ä chaque segment, 

•/ qu'il existe une colinearite entre la disposition des genes homeotiques sur le 
chromosome et leur expression anatomique au niveau des Segments successifs 
en allant de 1’avant vers Parriere. 

Cependant, les mecanismes du couplage entre cet arrangement sur le chromosome, 
assurant une regulation temporelle sequentielle de Pexpression des genes 
homeotiques et Pexpression sur les segments successifs de la drosophile assurant 
une regulation spatiale de leur expression sont encore largement inconnus et font 
l’objet de recherches actives dans lesquelles les approches theoriques pourraient 
jouer un role significatif. 



Figure 10 - Mutation homeotique bithorax 

Le 3 e segment thoracique a acquis les caracte- 
ristiques morphologiques du 2 e segment thoracique 
(remplacement des halteres par des ailes) aboutis- 
sant ä une duplication du 2 e segment thoracique et 
donc ä 2 paires d’ailes au lieu d’une seule ä l'etat 
sauvage. 


4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 


Le developpement precoce de l’embryon de drosophile constitue ä ce jour le seul 
exemple oü le fonctionnement du dialogue morphogenetique, tel que nous le 
conceptualisons actuellement (figure 11), a ete observe et analyse, tant au niveau 
genetique qu’au niveau des interactions cellulaires. Celui-ci part de la morphologie 
de depart du zygote unicellulaire, qui est dejä le resultat d’une histoire tres 
particuliere se deroulant au cours de Povogenese. Nous avons presente ici les 
Premiers determinants intracellulaires que sont les morphogenes d’origine 
maternelle, responsables de Pactivation du programme d’expression genique 
zygotique necessaire ä la mise en place des axes de polarite de Pembryon. Des 
dialogues morphogenetiques s’etablissent des lors entre les extremites anterieure et 


19. La merveilleuse histoire de la decouverte des genes homeotiques est racontee de fafon ä la fois 
vivante et scientifique par un de ses acteurs principaux Walter J. Gehring dans La Drosophile 
aux yeux rouges - Genes et developpement aux editions Odile Jacob (1999). un exemple de livre 
scientifique didactique. 
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posterieure, ainsi qu’entre les versants ventral et dorsal. Puis, de dialogue en 
dialogue, 1’organisme se complexifie et ces myriades de dialogues morphogene¬ 
tiques finissent par deboucher sur l’anatomie du stade adulte de la drosophile. 


Determinants intracellulaires 
Signaux intercellulaires 



Difförenciation 
Migration cellulaire 


Figure 11 - Le dialogue morphogenetique selon Säger & Kaiser (1995) 


En reprenant la definition du morphogene precisee en introduction, les seuls 
morphogenes stricto sensu que nous avons vu operer sont ceux qui sont exprimes 
au stade du blastoderme syncytial, ä savoir BICO'ID, NANOS, HUNCHBACK... 
Ensuite, des mecanismes de Signalisation intercellulaires ont pris le relais de ce 
scenario morphologique. 

A ce jour, ces exemples de molecules morphogenes restent uniques et il est 
possible fort possible qu’ils le restent, tout du moins dans le phylum des chordes 
auquel nous appartenons. En effet, il n’existe pas dans ce phylum de stade 
syncytial pendant lequel les morphogenes pourraient diffuser facilement ä 
l’interieur de l’organisme embryonnaire pour specifier l’information positionnelle. 
Les informations recentes acquises chez un autre animal modele de la biologie du 
developpement, Caenorhabditis elegans, qui est un petit vers rond appartenant au 
phylum des nemathelmintes 20 , commencent ä nous montrer comment, au niveau 
d’un organisme entier, l’information de position se met en place en recourrant 
exclusivement ä une Signalisation intercellulaire 21 . Ces processus de Signalisation 
font precisement l’objet du chapitre suivant. 

Enfin, quelle que soit la diversite des strategies de developpement mises en oeuvre, 
il est interessant de constater que les molecules que nous avons decrites lors du 
developpement de la drosophile sont retrouvees au cours du developpement dans la 
plupart des phylums, ce qui temoigne de leur extraordinaire Conservation au cours 
de l’evolution. 


20. Le phylum des nemathelmintes ou vers ronds est caracterise par la regression quasi totale du tissu 
conjonctif de soutien, l’absence totale de cellules ciliees... 

21. Vous trouverez une excellente revue generale sur le sujet par Peter A. Lawrence, un des acteurs 
principaux de l’epopee des morphogenes dans Nature Cell Biology, vol. 3, E151-E 154 (July 
2001) Morphogens : how big is the big picture. http://cellbio.nature.com 
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Annexe IV 


Information positionnelle, Gradient morphogenetique 

et modeles de reaction-diffusion 

Philippe Tracqui 


Le röle du concept d’information positionnelle 22 en tant que support ä l’interpre- 
tation des relations entre la position et la destinee des cellules a ete presente en 
introduction de ce chapitre. Plus recemment, G.EDELMAN (1989) 23 a propose le 
terme de «topobiologie » pour specifier plus directement une modification des 
interactions cellulaires via les molecules d’adherence (voir chapitre V). Indepen- 
damment de la terminologie utilisee, il est interessant de preciser comment, dans 
une demarche de comprehension et d'acquisition de donnees guidees par le modele, 
ce concept biologique d’information de position a ete pris en compte et enrichi par 
des familles successives de modeles theoriques. Ce support theorique est d’autant 
plus necessaire que l’emergence d’une morphogenese observable est precedee par 
l’etablissement d’un patron {pattem ) qui se met en place de fagon relativement 
invisible, meme si l’evolution des techniques d’imagerie et de marquage du mate- 
riel vivant font reculer cette limite. Les acteurs des de ce cadre conceptuel sont 
naturellement les morphogenes : c’est en effet le gradient spatial de leur concen- 
tration qui determine le patron initial en definissant un Systeme de coordonnees 
relatives par rapport auquel une cellule est capable de « reconnaitre » sa position et 
de s’engager dans une voie de differenciation specifique en fonction de son 
Programme genetique. 

Nous ne reviendrons pas sur l’identification experimentale des divers morphogenes 
potentiels, relativement recente et souvent delicate dans la mesure oü le « candidat 
morphogene » doit satisfaire un « cahier des charges » bien specifique. L’existence 
de morphogenes etant admise, le probleme de la mise en place d’un gradient spatial 
des morphogenes reste entier. Celui-ci peut en effet resulter de la combinaison de 
plusieurs processus biologiques et biophysiques dont l’expression dynamique 
globale ne peut se comprendre qu’ä partir de la formulation de modeles theoriques 
associes. Les paragraphes suivants illustrent brievement cette proposition, en 
partant de mode les theoriques simples, elabores en liaison etroite avec des modeles 
experimentaux pertinents developpes dans le corps du chapitre. 


22. L. WOLPERT - Positional Information and the spatial pattem of cellular differentiation. J. Theor. 
Biol. 25,1-47 (1969). 

L. WOLPERT - Positional Information revisited. Development Suppl., 3-12 (1989). 

23. G. Edelman - La Topobiologie. Pour la Science 141,46-55 (1989). 
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ALCODAGE PAR SEUILS 

ET FORM ALISA TION DU MODELE DU DRAPEAU FRANCA IS 

Dans son apprehension la plus simple, l’apparition d’un gradient de concentration 
est consideree essentiellement comme resultant de l’existence d’une source et d’un 
puits de morphogene aux bornes du domaine spatial considere. Ce gradient rend 
operationnel un codage par seuil (figure AIV.l) qui fonctionne selon le modele dit 
du drapeau fran£ais, introduit par L. WOLPERT 24 : les cellules situees au tiers 
gauche vont « devenir » bleues, celles au centre blanches... 

Ce modele theorique simple rend compte de plusieurs observations experimentales, 
liees ä une modification de la source de morphogene : 

■J son ablation entraine l’absence de gradient, 

J sa greffe de l’autre cöte du tissu inverse la polarite du gradient, 

•/ la greffe d’une seconde source duplique la structure (symetrie en miroir), avec 
perte eventuelle de la structure centrale. 

Une formulation explicite de ce modele pictural du drapeau fran^ais permet 
d’obtenir quelques elements de quantification. Considerons un morphogene de 
concentration c (x,t) (le vecteur x designe la position dans l’espace, t le temps) qui 
diffuse dans un tissu biologique (ou une matrice extracellulaire) entre une pre- 
miere interface oü il est produit ä une concentration fixe et une seconde interface, 
qui joue le röle d’une frontiere impermeable ä travers laquelle il ne peut pas 
diffuser. A ce transport par diffusion, idealement isotrope, peut eventuellement se 
superposer une degradation du morphogene par certaines cellules presentes dans le 
tissu. En supposant que celles-ci sont reparties de fa£on homogene et que cette 
degradation suit une cinetique lineaire de coefficient k, ce scenario morphogene- 
tique est represente dans un espace mono-dimensionnel par l’equation aux derivees 
partielles 25 : 

^ X ! t ) = D a - C l lt ' 1 )_ k c(x t) 

dt ° dx 2 kX(X,t) 

oü la constante D represente le coefficient de diffusion du morphogene. Les 
conditions aux limites sont celles decrites ci-dessus, la condition initiale etant 
l’absence de morphogene dans le tissu ä 1’instant initial. 

La solution stationnaire asymptotique de ce Systeme est facilement calculable 
analytiquement. Elle montre que la valeur du gradient de morphogene, et donc le 
nombre de seuils critiques « actifs » pour V Interpretation de l’information de 
Position par les cellules, est contrölee par la racine carree du rapport k/D. 


24. On trouvera une presentation de ce modele classique dans le paragraphe « Outils conceptuels » au 
chapitre 1 du livre Biologie du developpement - L. Wolpert et al., Dunod (1999). 

25. Le lecteur imaginera sans peine les extensions possibles de ce modele de base, en particulier en 
considerant des cinetiques reactionnelles differentes comme les cinetiques enzymatiques 
michadiennes presentees au chapitre VII. 
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L’extension de ce modele simple ä des geometries de dimensions superieures, plus 
realistes, est directe. La figureAIV.l illustre par exemple dans un milieu bi- 
dimensionnel la « desactivation » des seuils de codage les plus faibles lorsque le 
coefficient de diffusion du morphogene est deux fois plus eleve 26 . 



-1 - 0.5 0 0,5 1 -1 - 0.5 0 0.5 1 




Figure AIV.1 

Reparation spatiale dans le plan (x,y) des concentrations stationnaires c(x) du morphogene 
dans le modele source/frontiere impermeable lorsque le coefficient de diffusion du 
morphogene (de valeur D sur la figure de gauche) devient deux fois plus faible (de valeur D/2 
sur la figure de droite), la cinetique de degradation du morphogene restant eile inchangee. 
Les densites de gris indiquent la valeur des concentrations locales du morphogene. Sur la 
figure de gauche, les valeurs de concentrations basses ne sont pas atteintes. 


Ces proprietes elementaires pourraient apparaitre comme un simple cas d’ecole. En 
fait, eiles foumissent un support d’interpretation directe ä une Serie d’experiences 
maintenant classiques 27 en biologie du developpement. Celle qui nous semble la 
plus illustrative repose sur une sur-expression du gene bicoi'd dans l’ceuf de la 
drosophile au sein du syncytium forme par la serie de divisions nucleaires qui a 


26. Cette Situation peut refleter une modification de la composition ou de la structure du milieu 
extracellulaire, ou encore un effet de la temperature (voir chapitre IV, § 3.1.1). 

27. Voir chapitre 2.1, de Biologie moleculaire de la cellule, 3 e edition - B. Alberts et al. (1995). 
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lieu sans division cellulaire (voir § 2.2 et la figure 5 de ce chapitre). En effet, la 
migration des noyaux ä la peripherie de l’oeuf cree un espace central oü des 
morphogenes peuvent diffuser librement dans le cytoplasme. La traduction de 
TARN messager du gene bicoi'd, present ä l’extremite anterieure de l’oeuf, va 
engendrer un gradient de concentration decroissant de la proteine BICOI'D selon 
Taxe antero-posterieur (voir § 3.1.1). Un marquage avec un anticorps dirige contre 
la proteine permet de mettre en evidence ce gradient et son augmentation chez des 
mutants contenant plusieurs copies du gene bicoi'd. Ce modele experimental 
materialise une Variante de l’exemple theorique precedent : ce n’est plus l’elimi- 
nation du morphogene mais sa sur-expression locale au niveau de la source qui 
contröle la raideur du profil spatial de la concentration de BICOI'D. Par consequent, 
si une valeur seuil de concentration est atteinte au milieu de l’ceuf chez un 
embryon normal (1 copie du gene), cette meme valeur sera obtenue pour une 
Position plus proche de l’extremite posterieure de l’oeuf chez un mutant exprimant 
par exemple 4 copies du gene bicoi'd. En accord avec le paradigme du codage par 
seuils de 1’Information positionnelle, on observe effectivement chez le mutant la 
formation, decalee vers l’extremite posterieure de l’ceuf, des segments contröles 
par BicoiD 28 (voir § 3.1 et figure 5). 

La greffe d’une Zone d’activite polarisante surnumeraire sur un bourgeon d’aile de 
poulet definit egalement un cadre experimental classique qui eonforte le paradigme 
du codage par seuils associe ä un gradient simple de morphogene. Dans ces 
experiences 29 , la zone greffee constitue une seconde source de morphogene qui va 
induire un second gradient de concentration. La Superposition de ce gradient 
impose au gradient endogene issu de la region polarisante normale induit la forma¬ 
tion d’un profil de concentration « en cuvette » qui va provoquer une duplication 
en miroir des doigts de l’aile. La numerotation des doigts correspond, pour 
1’embryon normal, ä la sequence [ 234]. Apres la greffe, on observe la sequence 
miroir [4 3 2 234], Intuitivement, on s’attend ä ce que la position de la greffe 
modifie ces sequences en deformant le profil de la « cuvette » de concentration en 
morphogene. C’est effectivement ce qui se produit experimentalement, avec un 
developpement des doigts en [43 34] ou encore en [23443 34] lorsque la 
greffe sur le bourgeon alaire est realisee de plus en plus pres de la zone d’activite 
polarisante normale. 


28. Ce processus ne represente cependant qu’un des elements de la mise en place plus complexe du 
plan d’organisation chez la drosophile. Celui-ci s’etablit ä partir de la formation de gradients 
multiples selon une hierarchisation de la Signalisation de position : une famille de genes fournit 
des signaux de position qui determinent ä leur tour l’expression d’une autre famille de genes (voir 
§ 3.2). Parallelement au developpement de modeles theoriques plus complets etudiant les effets de 
ces gradients multiples, soulignons que la precision du codage positionnel resultant a fait l'objet 
de travaux tres recents : B. Houchmandzadeh, E. Wieschaus & S. Leibler - Establishment of 
developmental precision and proportions in the early Drosophila embryo. Nature 415, 798-802 
( 2002 ). 

29. Voir par exemple le chapitre 10 « Organogenese » du livre Biologie du developpement - 
L. Wolpert et al., Dunod (1999) et la fonction morphogene de la proteine Sonic hedgehog. 
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A2. De UN Ä DEUX morphogenes : LE couple activateur-inhibiteur 

DANS LES MODELES DE REACTION-DIFFUSION 

La presentation rapide de ces quelques validations experimentales ne doit pas 
cacher les limites du cadre conceptuel initialement developpe autour de 1’Informa¬ 
tion positionnelle. Dans tous les exemples precedents, l’induction de l’information 
positionnelle repose sur la mise en place d’une asymetrie essentiellement determi- 
nee par la position d’une ou de plusieurs sources de morphogenes, sans reelle 
possibilite de regulation du gradient, si ce n’est par le biais du niveau de production 
du morphogene par la source ou bien par sa degradation dans l’espace. En parti- 
culier, le processus de codage par seuil ne permet pas l’adaptation des proportions 
ä la taille globale du tissu ou de l’organe, sauf si les seuils de concentration sont 
interpretes avant l’etat stationnaire du gradient. De plus, l’amplification de signaux 
morphogenetiques de faible amplitude, ou encore la regeneration spontanee de la 
source de morphogene, ne sont pas possibles dans ce cadre. 

A2.1. Extension du cadre conceptuelproposee par A. Turing 

L’article publie par A. TURING en 1952, The Chemical basis for morphogenesis 30 , 
considere ä juste titre comme un article fondateur pour la biologie theorique, a 
defini un cadre d’etude beaucoup plus general. Celui-ci re-evalue le concept 
d’information positionnelle en considerant que l’apparition d’une heterogeneite 
spatiale, voire spatio-temporelle, des concentrations d’un morphogene resulte de la 
destabilisation d’un etat initial spatialement uniforme sous l’effet de couplagesentre 
des processus de transport par diffusion et de transformation non-lineaires impli- 
quant au moins deux morphogenes. Typiquement, Tun joue le role d’activateur en 
catalysant sa propre formation, tandis que l’autre a un role inhibiteur dans le pro¬ 
cessus reactionnel. Pour certaines valeurs critiques des parametres caracterisant ces 
processus, une brisure (bifurcation) de l’etat dynamique du Systeme se produit 31 et 
engendre l’apparition d’une nouvelle distribution spatiale des morphogenes. Cette 
distribution, moins uniforme et plus structuree, brise en effet la symetrie de l’etat 
uniforme en presentant des profils organises dans l’espace (figure AIV.3) et 
eventuellement dans le temps. Elle est obtenue quand l’inhibiteur diffuse plus vite 
que l’activateur, assurant ainsi un contröle local de la production de l’activateur 
dans une zone d’influence qui determine la longueur d’onde spatiale du patron. 

A partir des resultats de TURING, l’etude des modeles de reaction-diffusion en 
biologie s’est enrichie au cours des vingt dernieres annees d’un tres grand nombre 
de travaux de recherche. Elle commence egalement ä faire une timide apparition 
dans les livres d’enseignement de biologie du developpement (voir encadre du 


30. A.M. Turing - The Chemical basis for morphogenesis. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B 237, 37-72 
(1952). 

31. Cette bifurcation d’etat stationnaire dans le domaine reel, element central dans l'analyse des 
equations aux derivees partielles paraboliques associees aux systemes de reaction-diffusion, est 
d’ailleurs appelee bifurcation de Turing. 
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chapitre X de WOLPERT et al., 1999 ) 29 . II est vrai qu’une demonstration experi¬ 
mentale directe en biologie de l’expression de cette instabilite dynamique dans les 
conditions definies par les travaux de TURING constitue une reelle difficulte (voir 
§ 3.2.2). II suffit pour s’en convaincre de constater que ces structures de Turing 
n’ont ete mises en evidence que recemment dans des reacteurs ä gel 32 , systemes 
experimentaux pourtant mieux contrölables que des modeles biologiques in vitro. 
Nous renvoyons egalement le lecteur ä l’annexe 1 du chapitre V oü la formation 
des microtubules ä partir de la tubuline presente, ä la meme epoque, le premier 
exemple d'un Systeme biologique in vitro qui s’auto-organise par des processus de 
reaction-diffusion. 

II n’est bien sür pas possible de presenter ici, ne serait-ce que brievement, les 
differents contextes biologiques oü la Synergie modeles experimentaux-modeles 
theoriques de morphogenese a ete mise en oeuvre. Le modele presente dans le 
paragraphe suivant a ete retenu 

■/ d’une part pour la diversite de ses comportements dynamiques associee ä une 
simplicite de sa formulation mathematique, 

•/ d’autre part pour son interet biologique, puisqu’il associe un principe majeur de 
regulation en physiologie, l’homeostasie, ä la croissance de structures solides 
organisees dans l’espace. 

A22. Un exemple associant regulation temporelle et Organisation spatiale 

L’os est une forme tres dense du tissu conjonctif dont la rigidite et la resistance 
mecanique sont dues ä sa structure, faite d’un melange de particules solides 
[cristaux de phosphate de calcium (hydroxyapatite)] et de fibres de collagene 
organisees en contre-plaque (voir chapitre VI) dans Tos adulte. En depit de sa 
rigidite apparente, Los constitue une structure dynamique remarquable ä la fois sur 
le plan temporel (en tant que reservoir de calcium de l’organisme, il joue un röle 
majeur dans la regulation des concentrations circulantes de cet ion) et sur le plan 
spatial. Au cours du developpement de l’embryon, les processus d’ossification 33 
conduisent ä la mise en place d’une architecture elaboree (voir ci-dessous). Dans sa 
phase mature, l’os est engage dans un processus continu de remodelage lui 
permettant en particulier d’adapter sa structure aux contraintes mecaniques qui lui 
sont imposees. 

Sur la base d’un modele oscillant du metabolisme calcique valide chez le 
rat 34 , J.F. Staub et al. se sont interesses au developpement de l’architecture 


32. V. Castets, E. Dulos, J. Boissonade & P. de Keeper - Experimental evidence of a sustained 
Standing Turing-type nonequilibrium Chemical pattem. Phys. Rev. Lett. 64,2953-2956 (1990). 

P. de Kepper & E. Dulos - La Chimie des formes. Pour la Science 235,34-39 (1997). 

33. Les os longs se developpent ä partir d'une matrice cartilagineuse qui est progressivement 
remplacee (ossification endochondrale), tandis que d’autres os, comme ceux du cräne, se forment 
directement sans matrice cartilagineuse pre-existante (ossification membraneuse). 

34. A.M. Perault-Staub, J.F. Staub & G. Milhaud - Extracellular calcium homeostasis. 

In : Bone and Mineral Research, J.N.M. Heersche & J.A. Kanis eds. Elsevier, 1-102 (1990). 
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trabeculaire 35 (figure AIV.2) de differents os en developpant un modele de 
reaction-diffusion. Dans sa Version purement temporelle, ce modele a montre que 
chez le jeune rat en croissance, l’existence d’un rythme circadien des processus de 
mineralisation etait compatible avec la quasi-constance (homeostasie) des concen- 
trations de calcium plasmatique 36 . Dans la Version spatio-temporelle, la diffusion 
d’agregats pre-cristallins de calcium-phosphate ä l’interface des secteurs calcifies 
osseux est couplee aux processus autocatalytiques de mineralisation qui constituent 
la partie reactionnelle du modele 37 . Sur le plan formel, ce modele de reaction- 
diffusion s’ecrit: 

^ = D x V 2 X + F(X,Y) 

• & , ( 1 ) 
. dt 

la partie reactionnelle traduisant la formation autocatalytique des agregats 
representes par la variable Y, avec : 

(F(X,Y) = A-(k, +k 0 + Y 2 )X+k 2 Y 
|g(X, Y) = (k 0 + Y 2 )X - (1 + k 2 )Y 

L’Interpretation et les proprietes de ce modele sont presentees dans COURTIN et al. 
(1995, 1997) 37 - 38 oü les auteurs ont simule le developpement de differentes 
structures spatiales analogues aux structures trabeculaires osseuses (figure AIV.2). 


Figure AIV.2 

(d’apres Courtin et al., 1997) 

Detail de l’architecture trabeculaire 
osseuse simulee ä partir du modele 
de reaction-diffusion (1) lorsqu’un 
bruit aleatoire est applique aux 
parametres du modele 
Le temps est represente par la direc- 
tion verticale. On distingue, au cours 
de la croissance, une apposition con- 
centrique depuis la surface cylindrique 
initiale de l’os, avec l’apparition de 
« pilliers » connectant les couches 
calcifiees cylindriques sucessives. 



35. Cette architecture interne de l’os correspond principalement ä des trabecules calcifiees 
relativement espacees occupees par des tissus conjonctifs et des vaisseaux sanguins (exemple de 
l’os spongieux). L’autre architecture osseuse correspond ä l’os compact, majoritairement forme 
de tissus calcifies entourant de petits canaux occupes par des vaisseaux sanguins (voir par 
exemple la photo introductive du chapitre22, page 1138) et les paragraphes correspondants 
(page 1182) dans Biologie moleculaire de la cellule, 3 e edition - B. Alberts et al. (1995). 

36. J.F. Staub, P. Tracqui, P. Brezillon, G. Milhaud & A.M. Perault-Staub - Calcium metabo- 
lism in the rat: a temporal self-organized model. Am. J. Physiol. 254(1 Pt 2), R134-R149 (1988). 

37. B. Courtin, A.M. Perault-Staub & J.F. Staub - Spatio-temporal self-organization of bone 
mineral metabolism and trabecular structure of primary bone. Acta Biotheor. 43, 373-386 (1995). 
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Ils ont egalement montre que ce modele rend compte de maniere tres satisfaisante 
de rauto-organisation de l’architecture osseuse qui se met progressivement en 
place au cours des premiers jours de developpement de rossification qui se 
developpe directement (sans cartilage precurseur) sous la membrane (perioste) 
recouvrant la surface externe du tibia de l’embryon de poulet 38 . 

Nous presentons sur la figure AIV.3 une rapide illustration de la diversite des 
formes spatiales qui peuvent apparaitre par le biais de ces couplages reaction- 
diffusion avec ce modele, sachant par ailleurs que les figures presentees sont 
naturellement evocatrices des divers motifs de pigmentation observes dans la 
nature sur le pelage des mammiferes, les coquillages, les poissons, les ailes de 
papillons... Nous renvoyons le lecteur ä l’ouvrage princeps de J.D. MURRAY 
(2003) 39 ainsi qu’aux simulations presentees dans les livres de H. MEINHARDT 
(1982, 1995) 40 pour une presentation detaillee de la morphogenese de tels motifs. 




Figure AIV.3 - Exemple de motifs generes par le modele de reaction-diffusion (1) 

On observe la formation de motifs combinant täches et bandes. Les densites de gris 
correspondent ä la valeur des concentrations locales de la variable X, selon l’echelle de gris 
indiquee sur la figure AIV.5. 


A3. Information positionnelle et facteurs mecaniques 


Pour terminer, nous aimerions souligner que les travaux experimentaux de ces dix 
demieres annees, en mettant clairement en evidence le röle majeur des interactions 
mecaniques cellule-matrice extracellulaire dans differents processus morphogene- 
tiques physiologiques et pathologiques, ont renouvele considerablement la portee 
du concept d’information positionnelle. En effet, dans le contexte biomecanique 
qui est celui des tissus vivants, les cellules modifient leur environnement en 
exe^ant sur lui des forces de traction (voir annexe 2 du chapitre V). Elles peuvent 
ainsi repondre non seulement ä des concentrations locales de morphogenes 
diffusibles, mais egalement ä des modifications locales ou globales des champs de 
deformations et de contraintes generes au sein de la matrice extracellulaire. Cette 
inhomogeneite de l’espace contröle la dynamique et le metabolisme cellulaire par 


38. B. Courtin - Modelisation et Simulation numerique de l’architecture interne de l’os 
embryonnaire. These de doctorat, Univ. Paris VI (sept. 1997). 

B. COURTIN, A.M. Perault-Staub & J.F. STAUB - A reaction-diffusion model for trabecular 
architecture of embryonic periosteal long bone. Complexity Int. 4. 1-16 (1997). 

39. J.D. MURRAY - Mathematical Biology, TI et II, 3 rd ed. Springer Verlag (2003). 

40. H. Meinhardt - Models of Biological Pattern Formation. Academic Press (1982). 

H. Meinhardt - The algorithmic beauty of seashells. Springer Verlag (1995). 
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differentes voies de mecanotransduction (voir chapitre V). En particulier, les 
modifications spatialement contrölees de la migration cellulaire induisent la 
formation d’agregats cellulaires impliques par exemple dans la morphogenese des 
membres ou des phaneres 41 (condensation cartilagineuse, formation de 
placodes 42 ...). 

Le cadre conceptuel propose par J.D. MURRAY et G. OSTER dans les annees 1980 39 
a permis d’etudier theoriquement ces processus. Nous en donnons une illustration 
ci-dessous avec le modele mecano-cellulaire propose par Cruywagen et al. 
(1997) 43 pour decrire la formation de condensations cellulaires au niveau de la 
peau (figure AIV.4) par le jeu des interactions derme-epiderme 44 . 


Figure AIV.4 

Vue dorsale d'un embryon de poulet de 11 jours 
montrant la repartition des bourgeons plumaires selon 
un champ cutane hexagonal extremement organise 

Taille reelle : environ 20 x 25 mm 
(cliche D. Dhouailly, CNRS UMR 5538, 

Institut Albert Bonniot - La Tronche, 
reproduit avec son aimable autorisation) 



Le modele propose par les auteurs s’ecrit: 


V.(V0) 

V.(ßV\JT) 

9n 

9t 


¥ 

p9-V. 


( 


T.n' 


1 + c.n 2 J 

V.(DVn) + V.(anV0) 


avec les conditions aux limites de type flux nul : 

(T|.V)\|f = 0 ; (r).V)0 = O ; (T|.V)n = 0 


41. Ce terme designe les productions epidermiques ä forte teneur en keratine comme les plumes des 
oiseaux, les ecailles des reptiles, les poils des mammiferes... 

42. Les placodes sont des epaississements delimites de cellules de l'epiderme, associes ä la mise en 
place de condensations regulieres de cellules dermiques. 

43. G.C. Cruywagen, P. Maini & J.D. Murray - Biological pattem formation on two-dimensional 
spatial domains : a nonlinear bifurcation analysis. SIAM J. Appl. Math. 57 , 1485-1509(1997). 

44. Dans le cas de la genese d'une plume, le scenario decrit une induction depuis l'epithelium de 
signaux permettant aux cellules dermiques de migrer et de se condenser. Ces condensations 
induisent la localisation des placodes de l'epiderme. La placode epidermique induit la prolife- 
ration des cellules dermiques de la condensation et le soulevement du bourgeon plumaire. 
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Les variables 0(x,t) et n(x,t) correspondent respectivement ä la dilatation volu- 
mique de la matrice extracellulaire viscoelastique et ä la densite locale des cellules 
du derme. Les differents termes pris en compte dans les equations de bilan qui 
constituent ce modele traduisent: 

■/ la migration cellulaire par diffusion (parametre D) et celle induite par un 
gradient local de deformation (parametre a), 

•/ les forces mecaniques exercees par les cellules [amplitude x et inhibition par la 
densite cellulaire (parametre c)], 

•/ les effets mecaniques ä longue distance transmis par le milieu (parametre ß), 

■/ l’attachement de l’epiderme ä la lame basale qui le separe du derme (para¬ 
metre p) (voir CRUYWAGEN et al. (1997) 43 pour une presentation complete du 
modele). 

La figure AIV.5 montre la repartition inhomogene de la dilation volumique 0(x,t) 
apparaissant de fagon auto-organisee au sein d’un milieu viscoelastique bi-dimen- 
sionnel. Ce profil est egalement celui de la densite spatiale de cellules n(x,t). 
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Figure AIV.6 

Detail du patron hexagonal forme par la distribution 
spatiale des ebauches de bourgeons plumaires sur 
l’epiderme d'un embryon de poulet de 7 jours 

Les zones sombres correspondent aux bourgeonnements 
de Tepiderme, l’ensemble de la figure montrant un motif 
spatial extremement proche de ceux de la figure AIV.5. 

Taille reelle : environ 0,65 x 0,45 mm. 

(cliche D. Dhouailly, CNRS UMR 5538, 

Institut Albert Bonniot - La Tronche, 
reproduit avec son aimable autorisation) 

Ces quelques exemples, non exhaustifs 45 , montrent que le concept d’Information 
positionnelle se decline avec succes dans differents contextes operationnels : 
simple contröle d’un gradient de concentration, generation d’une brisure de 
symetrie au delä de valeurs critiques dans des processus non-lineaires de reaction- 
diffusion, migration cellulaire contrölee par des deformations mecaniques auto- 
amplifiees d’une matrice extracellulaire deformable. Cette hierarchie dans le 
nombre et les proprietes des acteurs biologiques impliques traduit la necessaire 
specification des processus biologiques sous-jacents. En effet, dans ces differents 
exemples, les analogies entre motifs (ou patrons), observes et simules sont 
etonnantes. La figure AIV.3 montre par exemple la coexistence theorique de taches 
et de bandes dans un motif spatial, ressemblant tout ä fait aux motifs stationnaires 
observes experimentalement dans des reacteurs ä disque de gel 32 ... mais aussi 
lorsque la formation du reseau de placodes, precedant l’apparition des plumes sur 
le dos d’un embryon de poulet (figure AIV.4), est perturbee par la presence 
d’anticorps se fixant aux molecules d’adherence 23 . Ces ressemblances tres fortes 
revelent une certaine universalite dans l’emergence de formes specifiques generees 
par des systemes physiques, chimiques et biologiques couplant de fagon non- 
lineaire des processus de transport et de transformation. Sachant que cette 
universalite dans les observations est ä rapprocher de l’universalite des equations 
mathematiques decrivant ces processus, c’est ä l’evidence un large champ 
interdisciplinaire qui est ainsi defini, les resultats acquis en mathematiques et en 
physique contribuant ä resoudre les questions soulevees en biologie du 
developpement ou dans l’etude de la neo-vascularisation des tissus (angiogenese). 



45. Le lecteur trouvera en particulier dans Wolpert et cd. (1999 ) 24 . chapitre 13. une presentation des 
experiences classiques de regeneration de l'hydre d’eau douce basee sur Texistence de deux 
gradients de morphogenes. 
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Chapitre V 


Molecules d’adherence 

ET SIGNALISATION CELLULAIRE 

Alain Duperray 


On connait depuis longtemps l’importance de l’adherence cellulaire, car cette 
adherence assure l’integrite des etres vivants. Dans les organismes multicellulaires, 
pratiquement toutes les cellules interagissent avec leurs voisines et avec les 
composants de la matrice extracellulaire (voir chapitre VI). De telles interactions 
ont lieu tres tot apres la fertilisation et le processus de 1'embryogenese qui suit fait 
appel ä de multiples interactions entre differentes populations cellulaires (voir 
chapitre IV). Une fois l’organisme forme, les interactions cellule/cellule et 
cellule/matrice sont necessaires pour maintenir les fonctions vitales de l'organisme. 
C’est par exemple le maintien de l’integrite de l’epithelium *, ou de la reaction 
inflammatoire (voir § 6) pour se defendre contre une infection 1 2 . Des desordres 
importants dans les contacts cellulaires mettent en peril la survie de l’organisme et 
il est clair ä present que ce type de perturbation est implique dans certaines 
pathologies, comme la survenue de certains cancers ou des problemes 
d’immunodeficience 2 . 

Les premieres etudes biochimiques sur les molecules d’adherence cellulaire 
remontent aux annees 1970, mais leur connaissance moleculaire precise n’a ete 
possible qu’au debut des annees 80, gräce notamment aux progres de la biologie 
moleculaire. Les techniques de clonage ont alors permis de connaitre la sequence 
en acides amines de ces differentes proteines (chapitre II) et de les regrouper en 
grandes familles. 


1. Un exemple classique est la cicatrisation d’une plaie, qui consiste en la reparation d'une lesion 
localisee. On assiste alors ä une reconstitution du tissu blesse par proliferation et migration des 
fibroblastes du tissu environnant, suivie par une epithelialisation, avec une neoformation par 
mitose des cellules epidermiques des bords de la plaie et leur migration ä la surface du tissu 
cicatriciel. 

2. Pour une etude detaillee des reactions inflammatoires, voir l’ouvrage L’Inflammation de 
F. Russo-Marie, A. Peltier, B. Polla & J. LtBBEY, Eurotext, Paris (1998). 
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1 . Les molecules d’adherence cellulaire 


Toutes les cellules possedent ä leur surface differents types de proteines leur 
permettant d’interagir entre elles et avec leur environnement extracellulaire. Ces 
proteines d’adherence cellulaire sont des proteines ancrees dans la membrane 
cellulaire, possedant un domaine cytoplasmique, un domaine membranaire et un 
domaine extracellulaire. Les proteines d’adherence peuvent etablir un lien entre 
l’exterieur et l’interieur de la cellule, car leur domaine cytoplasmique peut se lier 
aux proteines du cytosquelette intracellulaire, tandis que le domaine extracellulaire 
peut interagir soit avec des proteines de la matrice extracellulaire, comme la 
fibronectine ou le collagene (voir chapitre VI), soit avec des proteines portees par 
une autre cellule [GUMBINER, 1996], Le premier type d’interaction, oü une 
molecule adhesive (le recepteur) lie une molecule de la matrice extracellulaire (le 
ligand), permet aux cellules de se fixer sur un Substrat comme la membrane 
basale, sur laquelle reposent les cellules des epitheliums. Lors des interactions 
cellule/cellule, il est difficile de distinguer le ligand du recepteur, et l’on parle 
plutöt dans ce cas d’une liaison entre un recepteur et un contre-recepteur. Ces 
interactions cellule/cellule permettent la reconnaissance cellulaire et le maintien de 
la cohesion des tissus de l’organisme. 


Les differents types d’interactions pouvant avoir lieu dans ce dernier cas sont 
schematises sur la figure 1. A gauche de la figure, deux proteines d’adherence 
identiques, portees par les deux cellules, interagissent ensemble et forment une 
liaison homophilique . Dans le cas de la liaison heterophilique (au centre de la 
figure), les deux proteines qui interagissent sont de type different. Enfin, deux 
cellules peuvent entrer en interaction par l’intermediaire d’un ligand intermediaire 
qui etablit un pontage en se liant ä des molecules adhesives (identiques ou non) 
exprimees par les deux cellules (figure 1). 



Figure 1 - Les differents types de liaison cellule/cellule 


Un grand nombre de molecules d’adherence cellulaire ont ete identifiees. Ces 
molecules sont reparties en quatre grandes familles de recepteurs adhesifs, en 
fonction de leurs homologies structurales et fonctionnelles (figure 2) : les selec- 
tines, la superfamille des immunoglobulines, les integrines et les cadherines. 
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Les molecules d’adherence se differencient d'autres recepteurs par leur affinite 
(voir aussi chapitre VII) relativement basse pour leur ligand (de l’ordre de IO’ 6 ä 
10“ mole“ 1 ) et par une densite habituellement de 10 ä 100 fois superieure ä celles 
des autres recepteurs de surface. Ceci permet aux cellules de se Her simultanement 
ä un grand nombre de molecules de la matrice, mais ceci de fafon faible, et les 
cellules ont donc la possibilite d'explorer leur environnement sans se detacher. Si 
ces recepteurs se liaient de fagon trop forte ä leur ligand, les cellules seraient liees ä 
la matrice extracellulaire de fagon irreversible et ne pourraient plus se deplacer. 


cytoplasme 


PECAM-1 


OUUÖUU 

nooono 


PECAM-l 



domaines r§p6tes 

espace intercellulaire 


cytoplasme 


membrane plasmique 


membrane plasmique 


Figure 2 - Les quatre familles de molecules adhesives 

a - interaction heterophilique entre une selectine (ä drolte) et une proteine ligand fortement 
glycosylee (ä gauche) 

b-deux molecules PECAM1 de la superfamille des immunoglobulines se lient de fagon 
homophilique 

c - une integrine (LFA-1), composee d’une sous-unite a et d’une sous-unite ß liant son contre- 
recepteur ICAM-1 

d - interaction homophilique entre deux cadherines. Le domaine extracellulaire comprend cinq 
domaines repetes et l’interaction a lieu par l'intermediaire du domaine le plus distal. 


1.1. Les selectines 


Ces molecules d’adherence interagissent avec leur ligand par des liaisons hetero- 
philiques, et elles ont comme particularite de reconnaitre sur leur ligand des 
carbohydrates 3 [KANSAS, 1996]. Contrairement aux autres familles de recepteurs 


3. Composes organiques de formule generale C n (H 2 0) p , plus communement appeles Sucres. Ils 
peuvent former des complexes avec les acides amines des proteines pour donner des 

glycoproteines. 
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adhesifs, qui sont anciennes sur le plan de l’evolution et qui sont exprimees par de 
nombreuses cellules de l’organisme, les selectines sont exprimees seulement par 
les cellules du Systeme vasculaire des vertebres. Trois selectines ont ete identifiees 
et leurs noms derivent du type cellulaire oü elles sont exprimees. La L-selectine est 
exprimee par les leucocytes, la P-selectine par les plaquettes mais aussi par les 
cellules endotheliales et la E-selectine uniquement sur les cellules endotheliales. 
Ces recepteurs possedent tous une region extracellulaire caracteristique, composee 
d’un domaine amino-terminal de type lectine 4 , implique dans la liaison avec leur 
ligand (figure 2a). 

Les selectines et leurs ligands jouent un röle crucial dans l’adherence des leuco¬ 
cytes ä l'endothelium vasculaire, oü leur Cooperation avec les integrines et des 
membres de la famille des immunoglobulines est Tun des exemples les mieux 
compris de specificite d’adherence cellulaire, regulee par l’expression et l’inter- 
action d’un nombre limite de recepteurs. Cette famille de recepteurs a permis 
egalement de montrer que les carbohydrates presents sur les proteines jouent un 
röle dans l’adherence entre deux cellules. Cette implication des Sucres dans la 
reconnaissance cellulaire avait ete pressende par les glycobiologistes depuis bien 
longtemps, mais cette hypothese n’avait encore jamais ete verifiee. 

12 . Les integrines 

Les integrines constituent les principaux recepteurs impliques dans l’adhesion 
des cellules ä la matrice extracellulaire [HyneS, 1999 ; Dedhar & Hannigan, 
1996], Les recepteurs ont pour particularite d’etre des proteines heterodimeriques 
formees de deux proteines differentes, qui, dans le cas des integrines, resultent de 
l’association d’une chaine a et d’une chaine ß liees d’une maniere non covalente 
(figure 2). Les deux sous-unites contribuent ä la liaison avec le ligand. A ce jour, 
18 chaines a et 8 chaines ß sont connues chez les mammiferes, formant en se 
combinant 24 integrines differentes... seulement! En effet, certaines chaines, 
comme a 4 , ne peuvent s’associer qu’avec une seule forme de chaine ß (ß 6 ), alors 
que ß, peut former des hetero-dimeres avec une dizaine de chaines a, formant des 
integrines qui ont chacune des specificites differentes. Les cations divalents Ca“ + 
ou Mg 2+ sont essendels pour la fonctionnalite de Tintegrine et la nature de l'ion 
peut affecter l’affinite et la specificite des ligands. 

Beaucoup d’integrines sont des recepteurs pour les proteines de la matrice extra¬ 
cellulaire, comme les fibronectines, les laminines ou les collagenes (chapitre VI). 
D’autres, comme les integrines de la famille ß 2 , sont exprimees seulement par les 
leucocytes. Elles jouent un röle important dans l’adherence des leucocytes aux 
cellules endotheliales en reconnaissant des membres de la famille des immuno¬ 
globulines, comme ICAM-1 ou VCAM-1 (figure 2c). 


4. Les lectines peuvent etre definies comme des proteines possedant au moins un domaine non 
catalytique de liaison reversible ä des Sucres, et donc aux glycoproteines. 
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Ces integrines sont composees d'un domaine extracellulaire qui se lie au ligand, 
d’un court domaine trans-membranaire, et d'une partie cytoplasmique courte qui 
relie ces recepteurs au cytosquelette de la cellule. 

La structure des differentes sous unites alpha est tres similaire : elles contiennent 
toutes des domaines repetes homologues de trente ä quarante acides amines dans 
leur domaine extracellulaire, espaces par des domaines de vingt ä trente acides 
amines. Les trois ou quatre domaines repetes qui sont le plus extracellulaires 
contiennent des sequences pouvant lier des cations. Ces sequences sont sans doute 
impliquees dans la liaison des integrines ä leur ligand car cette interaction est 
cation-dependante. Toutes les sous-unites a partagent le meme motif d'acides 
amines GFFKR 5 dans le domaine cytoplasmique, situe immediatement apres la 
region transmembranaire. Ce motif peut lier une proteine appelee la cal reticuline, 
qui joue un röle dans l'assemblage des dimeres d'integrines. 

Les integrines peuvent, ä la suite d’un changement de conformation, passer d’un 
etat de faible affinite pour leur ligand ä un etat de haute affinite, ce qui permet ä la 
cellule de moduler finement ses interactions adhesives. Les integrines, apres 
fixation de leur ligand, sont aussi capables de transmettre des signaux vers 
l’interieur de la cellule. Ces signaux peuvent initier des reponses cellulaires variees 
comme la differenciation, la proliferation (voir chapitre III) ou encore la migration 
cellulaire (voir § 4 ci-apres) [Dedhar & Hannigan, 19961. Les integrines jouent 
de fait un röle fondamental dans l’adherence des cellules ä la membrane basale, la 
Polarisation des cellules et la migration des cellules sur et ä travers la matrice 
extracellulaire. 

13. LA SUPERFAMILLE DES IMMUNOGLOBULINES 

La superfamille des immunoglobulines (lg) represente en nombre la plus impor¬ 
tante des familles de molecules de surface membranaire. Elle regroupe plus de cent 
molecules, qui partagent une unite commune d’homologie structurale, le domaine 
immunoglobuline 6 . Les molecules d’adhesion de la famille des lg sont impliquees 
dans les mecanismes de reconnaissance cellule-cellule, et lors du developpement 
embryonnaire. La molecule N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule) est un 
representant tres etudie de cette famille, exprimee par differents types cellulaires 
dont la plupart des cellules nerveuses. N-CAM etablit des interactions homophi- 
liques entre les cellules (une molecule de N-CAM sur une cellule interagit avec une 
autre molecule de N-CAM sur une cellule adjacente). D’autres representants de 
cette famille etablissent des interactions heterophiliques, en se liant ä des integrines. 
C’est le cas des ICAMs (Intercellular CAMs), exprimees par les cellules 


5. Sequence d’acides amines : Glycine-Phenylalanine-Phenylalanine-Lysine-Arginine. 

6. Boucles d'acides amines ayant une homologie avec un domaine d'immunoglobuline. Ces boucles 
sont de composition variable en acides amines, mais sont caracterisees par l’espacement des 
residus cysteines. 
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endotheliales, qui reconnaissent les integrines leucocytaires de type ß 2 (figure2). 
La molecule PECAM-1 (Platelet Endothelial CAM) a, eile, la particularite de 
pouvoir etablir des liaisons homophiliques (figure 2b), mais aussi des interactions 
heterophiliques avec des integrines. 

1.4. Les cadherines 

Les cadherines sont des proteines adhesives calcium-dependantes qui etablissent 
des interactions cellulaires homophiliques (figure 2d). Les etudes cristallogra- 
phiques ont montre que les molecules de cadherine d’une meme cellule s’orientent 
parallelement pour constituer des dimeres qui s’associent ä leur tour d’une fapon 
antiparallele pour assurer le contact entre les cellules voisines. Les cadherines 
constituent une famille de recepteurs dont l’etude est en pleine expansion et qui est 
impliquee dans l’organisation structurale et fonctionnelle de tissus varies. 

Les cadherines sont des proteines transmembranaires, formees d’une seule chaine 
polypeptidique (120-140 kDa de poids moleculaire) et localisees au niveau de 
jonctions dites adherentes. Les cadherines classiques sont constituees d'une 
region cytoplasmique hautement conservee 7 et d’un domaine extracellulaire 
compose de cinq repetitions structurales. 



E-cadherine 


pl20 


[j-catenine 


actinine 


actine 


espace intercellulaire 


membrane plasmique 


cytoplasme 


Figure 3 

Association d’une cadherine, la E-cadherine, avec les catenlnes et le cytosquelette 

Les domaines extracellulaires de deux molecules de cadherines situees sur deux cellules 
adjacentes (la cellule de gauche n’est pas representee, seul un fragment de cadherine est 
illustre) s’associent par une liaison de type homophilique. Le domaine cytoplasmique 
interagit avec la ß-catenine et pl20. Ces molecules reconnaissent l’a-catenine, qui est reliee 

au cytosquelette d'actine. 


7. Cette Conservation peut s’expliquer par l’interaction des differentes cadherines aux memes 
catenines. 
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L’activite des cadherines implique une interaction des deux cötes de la membrane 
cellulaire. Du cöte extracellulaire, une interaction homophilique, specifique de 
chaque type de Cadherine, fait intervenir des sequences localisees au niveau du 
Premier domaine repete. Du cöte intracellulaire, region la plus conservee, 1‘activite 
des cadherines classiques depend de sequences qui interagissent avec des proteines 
cytoplasmiques appelees les catenines (figure 3). Ces catenines, au nombre de 
quatre, l'a-catenine, la ß-catenine, la plakoglobine et pl20, assurent l’ancrage des 
cadherines aux microfilaments d’actine du cytosquelette. 


2. Le cytosquelette 


Le cytosquelette est une structure que l’on trouve dans toutes les cellules euca- 
ryotes (chapitre I). C’est une structure tri-dimensionnelle dynamique qui remplit 
tout le cytoplasme, et qui forme Farmature fibreuse de la cellule. II n’est pas visible 
en microscopie classique et il necessite donc des colorations specifiques pour etre 
visualise (figure 4 et Couverture). C’est un composant tres important de la cellule, 
puisqu’il est implique dans le maintien de la forme de la cellule, le transport des 
organeiles (chapitre I), la division (chapitre III) et la mobilite cellulaire. 11 existe 
trois types de filaments formant le cytosquelette : les filaments d’actine, les 
microtubules, et les filaments intermediaires. 



Figure 4 - Cytosquelette d’une cellule endotheliale 

Sur cette image prise en microscopie de fluorescence, les noyaux des cellules sont colores 
en bleu. Les filaments d'actine, en rouge, sont bien visibles ä la Peripherie de certaines 
cellules, et dans tout l’espace intracellulaire dans la cellule en bas ä gauche. Les 
microtubules, en vert, irradient ä partir du centre organisateur pres du noyau, et sont 
presents dans tous le cytoplasme (voir Illustration de la couverture pour les couleurs). 
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2.1. Les microfilaments 

Les microfilaments sont des fibres de 3 ä 6 nm de diametre, composees principa- 
lement d’actine, qui est une des proteines cellulaires les plus abondantes. L’actine 
est presente dans la cellule sous forme de monomeres (actine G ou globulaire) 
capables de polymeriser sous la forme de filaments (actine F ou fibrillaire) apres 
une etape de nucleation. Les filaments d’actine ont une polarite structurale qui a 
pour consequence l’existence d’une difference dans les cinetiques de Polymeri¬ 
sation aux deux extremites d’un filament. On distingue une extremite + [extremite 
« barbee » (barbed)], oü la vitesse d’association des monomeres est plus elevee 
qu’ä l’extremite- (extremite « pointue ») du filament. La concentration critique 
d’actine pour laquelle la croissance du filament cesse est donc differente aux 
extremites plus et moins du filament. Un equilibre dynamique est obtenu lorsque la 
concentration d’actine G est constante : dans ce cas, les monomeres d’actine 
s’associent principalement au niveau de l’extremite plus et se dissocient principa- 
lement au niveau de l’extremite moins, les vitesses d’association et de dissociation 
etant egales. Cet equilibre dynamique, au cours duquel la longueur nette du 
filament ne change pas mais oü des molecules d’actine sont en permanence 
transportees d’une extremite ä l’autre du filament, defini un processus connu sous 
le nom de « tapis roulant » (treadmilling en anglais). L’energie necessaire ä la 
Polymerisation et ä ce mecanisme est foumie par l’hydrolyse de l’ATP (Adenosine 
Tri-Phosphate). La longueur des filaments est aussi regulee par des proteines de 
coiffe, qui viennent se fixer aux extremites du filament en empechant la Polymeri¬ 
sation ou la depolymerisation de 1’actine. 

Les filaments d’actine sont regroupes dans la cellule sous forme de faisceaux 
compacts, ou sous la forme de reseaux peu denses. Ces structures sont realisees 
gräce ä des proteines de liaison qui etablissent un pontage entre les differents 
filaments, comme l’ABP (Actin Binding Protein). Par un mecanisme semblable ä 
celui permettant la contraction musculaire, l’interaction de ces microfilaments 
d’actine avec la myosine est responsable de la contraction cellulaire ; phenomene 
important dans la migration des cellules. Les filaments d’actine sont relies ä la 
membrane plasmique par des proteines comme la vinculine ou l’alpha-actinine, qui 
se lient au domaine cytoplasmique des molecules d’adherence cellulaire (figure 7). 
Les filaments d’actine sont d’ailleurs concentres dans les regions oü la motilite 
cellulaire est importante, et au niveau des plaques d’adhesion (voir § 4). 


22. Les microtubules 

Les microtubules sont des tubes cylindriques de 24 nm de diametre dont la 
longueur peut atteindre des dizaines de micrometres. Ils sont formes par la juxta- 
position de protofilaments de tubuline. La tubuline est une proteine hetero- 
dimerique formee de deux sous-unites a et ß. Comme les filaments d’actine, les 
microtubules sont des structures polarisees et instables et dont la formation 
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necessite de l’energie (voir annexe V-l). Celle-ci vient de l’hydrolyse du GTP 8 
(Guanosine Tri-Phosphate). Les microtubules interviennent dans le maintien de la 
forme cellulaire et servent aussi de chemin pour le transport des organelles et des 
vesicules. Ce transport necessite de l’energie fournie par l’ATP et des moteurs 
moleculaires qui sont des proteines (kinesine, dyneine, voir annexe V-3) ä activite 
ATPasique glissant sur les microtubules. Ils forment egalement le fuseau mitotique 
necessaire ä la Separation des chromosomes lors de la mitose (voir chapitre III). 


2.3. Les filaments intermediaires 

Les filaments intermediaires ont un diametre d’environ 10 nm. Contrairement 
aux deux types de filaments precedents, les filaments intermediaires sont des 
structures stables dont la polymerisation ne necessite pas l’hydrolyse de nucleo- 
tides tri-phosphates comme l’ATP ou le GTP. Ils sont formes de plusieurs types de 
proteines, comme la keratine, la desmine ou la vimentine. Ils participent egalement 
au maintien de la forme cellulaire et servent par exemple ä connecter les cellules 
entre eiles en se liant au niveau des desmosomes (figure 5 et § suivant). 


3. Les jonctions intercellulaires 


Les molecules adhesives sont impliquees dans les interactions cellule/cellule, et 
dans ce contexte, participent ä la formation de structures specialisees, appelees 
jonctions intercellulaires, importantes pour le maintien de la cohesion tissulaire, la 
polarite cellulaire, 1’inhibition de croissance provoquee par le contact cellulaire, et 
la permeabilite vasculaire (voir § 6). 

Les jonctions intercellulaires sont classiquement divisees en trois groupes, en 
fonction de leurs constituants moleculaires, de leur apparence ultrastructurale, et de 
leur fonctionnalite. Seules les jonctions d’ancrage font intervenir des molecules 
d’adherence appartenant aux familles etudiees dans le paragraphe precedent et 
seront donc plus detaillees ici (figure 5). 


3.1. Jonctions serrees 

Les jonctions serrees ou etanches, (tight junctions) servent de barriere bloquant le 
passage des molecules ä travers l’espace intercellulaire. A cet endroit, les 
membranes plasmiques de deux cellules adjacentes sont etroitement accolees au 
niveau de leurs feuillets externes. 


8. Pour une presentation synthetique des principaux types de nucleotides, voir par exemple les 
planches du chapitre 2 du livre Biologie moleculaire de la cellule eite en reference. 
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32. Jonctions d’ancrage 


Les jonctions d’ancrage permettent aux cellules de s’attacher de fa?on mecanique 
entre elles et/ou ä la matrice extracellulaire (figure 5). On peut distinguer deux 
principaux types de jonctions d’ancrage : les jonctions d’adherence, qui sont 
reliees aux filaments d’actine, et les desmosomes et les hemidesmosomes, qui eux 
se lient aux filaments intermediaires. 


desmosome 



matrice extracellulaire jonctions d'adherence hemidesmosome 


microfilaments 

d'actine 


Figure 5 - Jonctions d’ancrage dans un tissu epithelial, et connexion avec le cytosquelette 

Les cellules sont reliees entre elles par des desmosomes et des jonctions d'adherence 
faisant intervenir des cadherines. Elles sont ancrees dans la matrice extracellulaire par des 
hemidesmosomes et des jonctions d’adherence composees d’integrines. Les jonctions 
d’adherence sont reliees aux fibres d’actine, alors que filaments intermediaires s’attachent 
aux desmosomes et les hemidesmosomes. 


32.1. Jonctions cellule/cellule 

Les molecules d’adherence qui interviennent dans les jonctions d’adherence entre 
deux cellules sont des cadherines, reliees au squelette d’actine par l’intermediaire 
des catenines comme nous l’avons vu precedemment (§ 1.4). Ces jonctions 
renforcent l’attachement des cellules entre elles, et, du fait de leur liaison avec le 
cytosquelette d’actine, permettent aux couches cellulaires ainsi constituees de se 
deformer et de se contracter. 

Les desmosomes font egalement intervenir des cadherines, mais a l’interieur de la 
cellule, ces structures sont rattachees, par l’intermediaire des catenines, aux fila¬ 
ments intermediaires. 
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322. Jonctions cellule/matrice extracellulaire 

Les jonctions d’adherence entre une cellule et sa matrice extracellulaire permettent 
ä la cellule de s’attacher sur un Support, que ce soit de fafon transitoire (migration 
cellulaire) ou persistante. Ces points d’ancrage sur la matrice, relies ä des faisceaux 
de filaments d’actine, sont appeles les contacts focaux, ou plaque d’adherence 
focale. Les molecules transmembranaires qui etablissent le lien entre le cyto- 
squelette cellulaire et la matrice extracellulaire sont les integrines (§ 1.2), cette 
liaison etant realisee par l’intermediaire d'un echafaudage de proteines cytoplas- 
miques comme la taline, l’oc-actinine et la vinculine (figure 7). Les hemidesmo- 
somes sont tres similaires aux desmosomes, mais connectent la surface basale des 
cellules ä la matrice extracellulaire. 

Ces structures desmosomales sont relativement solides et sont importantes dans la 
formation de tissus soumis ä des contraintes mecaniques importantes, comme les 

epitheliums. 

3 J. Jonctions communicantes 

Les jonctions communicantes (gap junctions), forment des canaux entre deux 
cellules adjacentes et permettent ainsi le passage de petites molecules (ions, acides 
amines...). Ces canaux sont formes de connexines, proteines transmembranaires 
formees de six sous-unites associees en hexameres ou connexons. Les connexons 
de deux cellules voisines se joignent pour former un canal d’environ deux nano- 
metres de diametre. On retrouve souvent un ensemble de plusieurs canaux dans une 
meme zone de la cellule, formant un complexe de jonction communicante. 


4. Röles des molecules d’adherence 

DANS LA MIGRATION CELLULAIRE 


En plus de leur röle dans l’adherence, les molecules d'adherence cellulaire ont des 
effets majeurs dans beaucoup d’aspects du comportement cellulaire. Ces recepteurs 
peuvent en effet moduler la forme et la Polarisation ces cellules, 1’Organisation du 
cytosquelette, la motilite, la proliferation, la survie et la differenciation cellulaire 
[Cox & Huttenlocher, 1998]. 

La mobilite cellulaire est essentielle dans la plupart des mdcanismes physio- 
logiques, comme la cicatrisation des blessures ou la lutte contre les infections par le 
Systeme immunitaire. Dans certains cas, la migration cellulaire peut egalement etre 
ä l’origine de pathologies observees : inflammations chroniques, developpement de 
l’atherosclerose, cancers... 

La plupart des cellules animales sont capables de mouvement, mais certaines 
cellules, de par leur fonction, sont plus mobiles que d’autres. De plus, on peut 
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distinguer deux types de migration cellulaire : certaines cellules peuvent se 
deplacer dans un milieu liquide ä l’aide de cils ou de flagelles, comme les 
spermatozoides, alors que d’autres se deplacent sur un Support solide en utilisant 
des molecules d’adherence. C’est le cas de beaucoup de cellules de l’organisme 
animal et c’est ce type de migration qui sera etudie dans ce chapitre. 

Pour pouvoir se deplacer, une cellule doit pouvoir adherer ä un substrat tout en 
conservant une certaine mobilite. II y a lä un paradoxe, mais qui n’est bien sür 
qu’apparent ! La migration cellulaire resulte d’un equilibre finement regule entre 
l’adherence de la cellule, qui doit prendre appui sur son substrat, et le detachement 
coordonne de la partie arriere de la cellule afin qu’elle puisse avancer (figure 6). 

La migration cellulaire fait intervenir plusieurs acteurs : le cytosquelette, qui joue 
le röle de moteur contractile, le substrat (deformable) sur lequel la cellule se 
deplace et prend appui, et les molecules d’adherence cellulaire qui font le lien entre 
ces deux domaines intra- et extracellulaire. Ce phenomene a ete subdivise en 
plusieurs etapes concomitantes [SHEETZ et al., 1998] qui sont detaillees dans les 
paragraphes suivants. 

4.1. Extension du corps cellulaire 

Les cellules en migration possedent une certaine asymetrie, ce qui permet de 
distinguer l’arriere de la cellule, assez effile, de l’avant, en general beaucoup plus 
elargi. Cette Polarisation est necessaire pour que la cellule puisse se deplacer. 

Une cellule en migration emet vers l’avant des prolongements cytoplasmiques, soit 
sous la forme de prolongements fins et aplatis, les lamellipodes, soit sous la forme 
de fins filaments cylindriques, les filopodes. Ces exten sions cytoplasmiques sont 
tres riches en faisceaux de filaments d’actine, qui sont impliques dans la formation 
et le maintien de ces structures. L’extremite « plus » de ces filaments est orientee 
vers l’exterieur de la cellule, et l’extension du lamellipode est assuree par l’equi- 
libre dynamique entre la Polymerisation au niveau de l’extremite plus en croissance 
et la depolymerisation ä l’autre extremite. Cette extension des filaments d’actine 
fournit sans doute l’energie necessaire ä la deformation de la membrane (peut-etre 
en interagissant avec la myosine). 


42. Formation des points d’ancrage 

La Stabilisation de ces prolongements cytoplasmiques necessite la formation de 
sites d’adherence, qui permettent ä la cellule de prendre appui sur son substrat et 
ainsi de developper les forces de traction (voir annexe V-2) necessaires au mouve- 
ment. Ces structures d’adherence, qui assurent la liaison physique entre le substrat 
et le cytosquelette, sont appelees complexes focaux. Ces formations sont de taille 
plus petite que les plaques d’adherence focales decrites precedemment, qui peuvent 
se former dans un second temps. Neanmoins, les complexes focaux sont egalement 
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formes gräce aux molecules d’adherence cellulaire, qui relient le substrat sur lequel 
repose la cellule (fibronectine, collagene...) au cytosquelette cellulaire par leur 
domaine cytoplasmique. La formation des complexes focaux entrafne une 
diminution du nombre de molecules d’adherence ä l’avant de la cellule et donc la 
necessite d’un renouvellement de ces molecules. Des experiences ont montre que 
plusieurs mecanismes etaient impliques pour maintenir en permanence une quantite 
süffisante de molecules d’adherence ä l’avant de la cellule. II y a d’une part un 
transport de molecules d’adherence vers l’avant de la cellule, qui a lieu via la 
surface de la cellule, mais aussi ä l’interieur de la cellule par l’intermediaire d’un 
transport de vesicules. Le renouvellement des molecules d’adherence provient 
aussi d’une Synthese de novo ä l’avant de la cellule. 

4.3. Forces de traction 

Les forces de traction (voir annexe V-2) necessaires au mouvement de la cellule 
sont generees par l’interaction des filaments d’actine avec la myosine. La progres- 
sion du corps cellulaire est assuree par des forces de contraction qui ont lieu ä 
l’avant de la cellule, alors que la contraction des filaments d’actine ä l’arriere de la 
cellule est impliquee dans la rupture des liaisons cellule/matrice extracellulaire. 


4.4. Retraction et detachement de l’arriere de la cellule 

Le detachement des points d’ancrage ä l’arriere de la cellule est aussi important 
que la formation des zones d’adherence ä l’avant de la cellule. Des experiences ont 
montre qu’au moins pour certaines cellules, ce detachement s’accompagne d’une 
perte des molecules d’adherence qui restent fixees sur le substrat. Ce mecanisme 
fait intervenir la calpai'ne, une enzyme qui clive certaines proteines des complexes 
focaux, rompant ainsi la liaison entre les molecules d’adherence et le cytosquelette. 
Les forces de traction generees par la cellule sont alors süffisantes pour que, 
privees du lien avec le cytosquelette, les molecules d’integrines soient arrachees de 
la membrane cellulaire. Le detachement des points d’ancrage fait aussi intervenir 
des changements d’affinite des integrines pour leur substrat: l’affinite devenant 
plus faible ä l’arriere de la cellule, les forces de traction cellulaire ont alors une 
amplitude süffisante (voir annexe V-2) pour detacher les integrines de la matrice 
extracellulaire. 


4.5. Regulation de la Migration 

Des mecanismes contraires doivent coexister dans une cellule en migration. Alors 
qu’ä l’avant de la cellule se forment des points d’ancrage qui vont permettre ä la 
cellule d’exercer des forces de tractions, ces zones d’adherences doivent etre 
rompues ä l’arriere (figure 6). De meme, les filaments d’actine s’assemblent tres 
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rapidement dans la zone de progression ä l’avant de la cellule, alors qu’ils sont 
dissocies ä 1’arriere. La coordination spatiale et temporelle des processus mis en 
jeu lors de la migration cellulaire est encore mal comprise. Des variations locales 
de la concentration d’effecteurs intracellulaires, comme le calcium, ont ete mises 
en cause : en plus forte concentration ä l’arriere de la cellule, il provoquerait la 
dissociation des filaments d’actine. 


sens de migration 


>- 



dfctachement 


translocation 

(conlractions du cytosquelette) 
lamelhpode 

(Polymerisations d'actine) 


adhprence 
au Substrat 


= Substrat 


Figure 6 - Representation schematique des differents processus 
mis en jeu dans le deplacement d'une cellule 

A l'avant du corps cellulaire, l'extension de la membrane plasmique (lamellipode) est suivie 
par une adhesion de celle-ci au Substrat (contacts focaux ou plaque focale d'adhesion). La 
continuite mecanique du cytosquelette et sa contraction generent une force de traction sur 
ses zones d'adherence. Le corps cellulaire se deplace vers l'avant d’autant plus facilement 
que cette traction cellulaire est synchronisee avec le detachement de la partie arriere de la 
cellule. 


La concentration en proteines matricielles de la matrice extracellulaire ainsi que le 
niveau d’expression des molecules adhesives influent sur la vitesse de migration 
des cellules. Des auteurs ont ainsi montre que pour des fibroblastes, la vitesse de 
migration optimale est obtenue pour des concentrations intermediaires en proteines 
matricielles [PALECEK et al., 1997] : lorsque ces concentrations sont faibles, la 
cellule n’adhere pas suffisamment pour developper les forces de traction neces- 
saires ä sa migration, tandis que pour de fortes concentrations, la cellule adhere si 
fortement qu’elle ne peut plus se deplacer. 

Les proteines RhoA, Rac-1 et Cdc42 sont impliquees dans les processus de 
migration cellulaire. Ce sont des proteines ä activite GTPasique, qui sont activees 
lorsqu’elles sont liees au GTP. Rho regule l’assemblage des adherences focales et 
des fibres de stress, qui sont des assemblages de filaments d’actine relies aux points 
d’ancrage de la cellule sur son substrat. L’activation de Cdc42 et de Rac-1 induit 
respectivement la formation des filopodes et des lamellipodes, structures dont la 
formation est correlee ä la migration. 
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5. MOLECULES D’ADHERENCE ET SIGNALISATION 


Toutes les cellules vivantes regoivent et repondent ä des signaux provenant de leur 
entourage. Meme les plus simples des bacteries pergoivent et migrent en direction 
d’un gradient de nutriments, comme des acides amines ou du glucose. Toutefois, 
c’est chez les eucaryotes multicellulaires que les formes de communication entre 
cellules atteignent le plus haut niveau de sophistication. En effet, le comportement 
de chaque cellule dans un organisme pluricellulaire doit etre precisement contröle, 
afin de repondre aux besoins de 1’organisme. Cette fonction est accomplie par toute 
une panoplie de molecules de Signalisation, secretees ou exprimees ä la surface des 
cellules. La plupart des recepteurs declenchent une Cascade de reactions cellulaires, 
aboutissant ä des changements d’expression de certains genes. Les molecules 
d’adherence sont tout naturellement impliquees dans ces phenomenes de Signali¬ 
sation, car de par leur interaction avec d’autres cellules ou avec la matrice extra- 
cellulaire, eiles renseignent la cellule sur son environnement exterieur. Beaucoup 
de fonctions cellulaires sont influencees par l’adherence cellulaire et 1’Organisation 
du cytosquelette. Les recepteurs impliques dans l’adherence cellulaire sont 
capables de produire des signaux intracellulaires qui vont reguler divers aspects du 
comportement cellulaire, y compris l’expression genique 9 . 

Integrines et transduction du signal 

Les integrines, apres interaction avec leur ligand, activent des voies de Signali¬ 
sation intracellulaire et jouent donc un röle dans le contröle de l’expression genique 
ou dans d’autres aspects du comportement cellulaire. Les plaques d’adherence 
focale, qui se forment lorsque la cellule adhere sur la matrice extracellulaire, 
correspondent ä des regroupement de molecules d’integrines vers lesquels 
convergent des faisceaux de filaments d’actine (figure 7). Ces plaques contiennent 
aussi beaucoup de molecules de Signalisation. Bien que le domaine cytoplasmique 
des integrines ne possede aucune activite enzymatique intrinseque, on assiste ä des 
phosphorylations sur des residus tyrosines apres interaction des integrines avec 
des composants de la matrice extracellulaire. La FAK (Focal Adhesion Kinase) 
joue un röle tres important dans les phenomenes de Signalisation impliquant les 
integrines [CARY & GUAN, 1999]. Cette enzyme est localisee dans les plaques 
d’adherence focale et eile est phosphorylee tres rapidement apres liaison des 
integrines aux composants de la matrice extracellulaire. Des kinases sont associees 
ä la FAK et une Cascade de signaux intracellulaires se Charge ensuite de transmettre 
1 Information jusqu’au noyau. 


9. Un exemple classique est donne par les cellules mammaires, qui lorsqu’elles sont cultivees en 
l’absence de matrice extracellulaire restent peu differenciees, alors que leur culture sur un gel de 
collagene conduit ä des cellules differenciees et inductibles par la prolactine. 
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Figure 7 - Schema tres slmplifle de la composition d'une plaque d’adherence focale 

Les integrines ä sous-unites et ß 3 peuvent se regrouper et s’organiser dans des struc- 
tures appelees adherences focales. Les integrines se fixent d’abord sur la matrice extra¬ 
cellulaire, provoquant un recrutement de proteines cytoplasmiques reliees au cytosquelette 
(taline, vinculine), ce qui entraine un regroupement physique des integrines. Ceci conduit ä 
un recrutement de proteines mises en jeu dans la transduction de signaux (FAK). 


6.La RE ACTION INFLAMMATOIRE : UN EXEMPLE FAISANT 
INTERVENIR LES DIFFERENTS MECANISMES D’ADHERENCE 


Lorsque des bacteries ont reussi ä envahir un tissu d’un organisme, on assiste ä un 
phenomene de defense de la part de l’organisme attaque. Les globules blancs (ou 
leucocytes) circulant dans le sang sont capables de localiser le site d’infection, de 
sortir du torrent circulatoire et de migrer en direction des bacteries pour les 
detruire. Au cours de cette reponse inflammatoire, les leucocytes doivent identifier 
le site d’inflammation, adherer ä la paroi vasculaire, s’y fixer avec une force 
süffisante pour resister au flux sanguin, puis traverser la barriere endotheliale pour 
se rendre sur le lieu de l’infection [IMHOF & DUNON, 1995], Ces differents 
phenomenes mettent en jeu une cascade d’evenements contröles par l’interaction 
entre les molecules d’adherence exprimees par les cellules circulantes et par les 
cellules endotheliales (figure 8). 

Quatre etapes peuvent etre distinguees lors de l'adherence et de la migration trans¬ 
endotheliale des leucocytes. 

1. Le roulement ( rolling), etape transitoire oü les leucocytes roulent sur les cellules 
endotheliales. Les molecules impliquees sont les selectines, exprimees ä la 
surface des cellules endotheliales et des leucocytes. Les liaisons etablies sont de 
faible intensite et labiles, mais elles suffisent ä freiner les leucocytes qui se 
mettent ä rouler le long de l’endothelium vasculaire. 
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selectine : L-selectine integrines : «43! = VLA-4 immunoglobulines : ICAM-1 
P-selectine cc L ß 2 = LFA-1 PECAM-1 

E-selectine « M ß 2 = Mac-1 

immunoglobulines : ICAM-1 
VCAM-1 

Figure 8 - Interaction des leucocytes avec les cellules endotheliales. 

Molecules adhesives Impliquees 

La diapedese leucocytaire englobe quatre etapes principales : le roulement des leucocytes ä 
la surface de l’endothelium, l’activation de certaines molecules adhesives, l’adherence suivie 
de l’etalement des leucocytes sur les cellules endotheliales, et enfin la migration trans¬ 
endotheliale aux niveaux des jonctions inter-endotheliales, en direction des tissus cibles. 

2. L’activation de molecules adhesives. A ce moment de la reponse inflammatoire, 
des signaux d’activation se mettent en place pour maintenir et prolonger cette 
reponse. Ceci va entrainer l’activation de integrines leucocytaires comme a L ß 2 
et oc M ß 2 , qui vont changer de conformation et passer d’un etat de faible affinite ä 
un etat de forte affinite. 

3. L'adherence des leucocytes aux cellules endotheliales qui met en jeu des 
integrines leucocytaires (comme LFA-1 et Mac-1) et des molecules de la super- 
famille des immunoglobulines comme ICAM-1. Cette etape ne peut avoir lieu 
qu’apres l’etape precedente d’activation des integrines et de leurs ligands. Lors 
de cette etape, les leucocytes adherent fortement ä l'endothelium et s’etalent sur 
les cellules endotheliales. Cette interaction entre les deux types cellulaires 
active des cascades de Signalisation, et ceci aussi bien pour les leucocytes que 
les cellules endotheliales. 

4. L'extravasation, ou migration trans-endotheliale (figure 8) des leucocytes ä 
travers les jonctions intercellulaires des cellules endotheliales, pendant laquelle 
les leucocytes migrent entre les cellules endotheliales de la paroi vasculaire 
pour gagner le site infecte. Les jonctions inter-endotheliales jouent bien sür un 
röle important dans la regulation du passage des cellules vers les tissus, mais les 
mecanismes moleculaires impliques lors de cette etape sont encore tres peu 
connus. Cette etape fait intervenir d’une part une ouverture des jonctions inter¬ 
endotheliales, d’autre part des interactions adhesives entre le leucocyte et les 
cellules endotheliales. 
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7. Utilisation des proteines fluorescentes 

POUR VETÜDE DE LA DYNAMIQUE DES ASSEMBLAGES ADHESIFS 


Les molecules d'adherence forment souvent des assemblages complexes, que ce 
soit avec les composants du cytosquelette ou avec des proteines impliquees dans la 
transduction du Signal. Ces assemblages constituent des structures dynamiques qui 
sont difficiles ä etudier par les techniques classiques de biochimie ou par des 
observations en microscopie utilisant des anticorps. Ces dernieres annees, les 
techniques de microscopie ont beaucoup evolue et permettent de suivre ä Fechelle 
de la cellule les interactions entre differentes proteines. En particulier, l’utilisation 
de la GFP (Green Fluorescent Protein, proteine fluorescente verte) a connu un 
essor tres important. La GFP, issue d’une meduse, est une proteine qui emet une 
lumiere fluorescente verte, sans avoir d'effet physiologique : on peut ainsi faire 
produire par une cellule une molecules adhesive fluorescente, en realisant une 
construction composee de la GFP fusionnee avec la proteine d’interet. On peut 
ensuite suivre sur cette cellule la localisation de cette proteine, par exemple aux 
cours de la migration cellulaire. De nombreux derives de cette GFP sont ä present 
disponibles, et on peut ainsi produire des proteines fluorescentes dans differentes 
couleurs, comme le rouge, le bleu et le jaune. Ceci permet de suivre sur la meme 
cellule plusieurs proteines marquees differemment, et ceci sans trop perturber les 
interactions des molecules dans la cellule. 


8. CONCLÜSION 


En conclusion, les molecules adhesives sont impliquees dans un grand nombre de 
processus physiologiques et pathologiques, ce qui explique les nombreuses 
recherches effectuees ces dernieres annees sur ces molecules. Les retombees dans 
le domaine de la sante sont importantes, et les domaines dans lesquels ces 
recherches pourraient deboucher rapidement sur des medicaments sont par exemple 
Pinflammation, Fatherosclerose, l’osteoporose et le cancer. Beaucoup de 
traitements cibles contre les anomalies de Fadherence tentent d’inhiber la fixation 
des molecules adhesives sur la matrice extracellulaire. Par contre, des molecules 
qui augmenteraient les interactions des cellules avec leur Substrat favorisent la 
cicatrisation en facilitant la migration des cellules d’un tissu sain vers le tissu 
endommage. De nombreuses etudes en recherche fondamentale sont encore 
necessaires pour comprendre les mecanismes de Fadherence cellulaire dans les 
situations normales et pathologiques. Les progres les plus rapides proviendront 
sans doute d’une collaboration pluridisciplinaire, particulierement entre les 
biologistes, les chimistes et les physiciens. 



V - MOLECULES D’ADHERENCE ET SIGNALISATION CELLULAIRE 


143 


References 

L.A. Cary & J.L. GUAN - Focal adhesion kinase in integrin-mediated signaling. 
Front. Biosci. 4, D102-13 (1999). 

E.A. COX & A. HUTTENLOCHER - Regulation of integrin-mediated adhesion during 
cell migration. Microsc. Res. Tech. 43 (5), 412-419 (1998). 

S. DEDHAR & G.E. HANNIGAN - Integrin cytoplasmic interactions and bidirectional 
transmembrane signalling. Curr. Opin. Cell Biol. 8 (5), 657-669 (1996). 

R.O. HYNES - Cell adhesion : old and new questions. Trends Cell Biol. 9 (12), 
M33-37 (1999). 

B.M. GUMBINER - Cell adhesion : the molecular basis of tissue architecture and 
morphogenesis. Cell 84 (3), 345-357 (1996). 

B.A. IMHOF & D. DUNON - Leukocyte migration and adhesion. Adv. Immunol. 58, 
345-416(1995). 

G.S. KANSAS - Selectins and their ligands : current concepts and controversies. 
Blood 88 (9), 3259-3287 (1996). 

MP. Sheetz, D.P. FELSENFELD & C.G. Galbraith - Cell migration : regulation 
of force on extracellular-matrix-integrin complexes. Trends Cell Biol. 8,51-4 
(1998). 

SP. Palacek, J.C. Loftus, m. Ginsberg, D.A. Lauffenburger & 

A.F. Horwitz - Integrin-ligand binding properties gowen cell migration speed 
through cell-substratum adhesiveness. Nature 385,537-540 (1997). 



Annexe V-l 


Auto-organisation biologique et structures 

HORS-EQUILIBRE : L’EXEMPLE DES MICROTUBULES 


James Tabony - Nicolas Glade 


Une des caracteristiques des systemes vivants est la generation de formes posse- 
dant un ordre macroscopique. L'auto-organisation biologique est un probleme 
scientifique important qui demeure mal compris. Est-il possible de rationaliser, en 
termes de physique et de chimie, le processus selon lequel un objet initialement 
homogene et sans forme peut spontanement s'auto-organiser pour prendre une 
forme complexe et avec un haut degre d'organisation macroscopique ? II y a deux 
approches physico-chimiques possibles pouvant induire l'auto-organisation : la 
premiere est fondee sur les interactions statiques et la physique statistique, la 
seconde sur les dynamiques chimiques non-lineaires et les phenomenes cooperatifs. 

Des theoriciens 10 ont predit que certaines reactions chimiques, quand eiles sont 
suffisamment eloignees de l'equilibre, peuvent montrer des comportements 
chimiques non-lineaires. Ceci peut conduire une auto-organisation progressive 
dans l’espace par un couplage de telles reactions avec des processus de transport 
comme la diffusion (voir annexe chapitrelV). De plus, de tels systemes peuvent 
aussi montrer des proprietes de bifurcation et ainsi etre dependants des champs 
faibles comme la gravite. La presence ou l'absence d'un champ faible ä un moment 
critique du processus d'auto-organisation determine la morphologie qui va se 
developper. Ceci a ete avance comme un mecanisme sous-jacent possible pouvant 
expliquer l'auto-organisation biologique et la formation de motifs {patterns). 
Jusque recemment, il n'y avait pas d'exemples de substances biologiques in vitro 
montränt ce type de comportement (voir chapitre IV, § 4). 

Nous avons montre que la formation in vitro des microtubules ä partir de la 
tubuline presente le comportement prevu par ces theories 11 . Ceci est le premier 


10. A.M. Turing - The Chemical basis of morphogenesis. Phil. Trans. Roy. Soc. 237,37-72 (1952). 
P. GLANSDORFF & I. PRIGOGINE - Thermodynamic theory ofstructure, stability andflucluations. 
Wiley, New York (1971). D. Kondepudi - Prigogine, I. Physica 107 A. 1 (1981). 

11 . J. TABONY & D. JOB - Spatial structures in microtubular Solutions requiring a sustained energy 
source. Nature 346,448-451 (1990). 

J. Tabony & D. Job - Gravitational symmetry breaking in microtubular dissipative structures. 
Proc. Natl. Acad. Sei. USA. 89,6948-6952 (1992). 

J. Tabony - Morphological bifurcations involving reaction-diffusion processes during 
microtubule formation. Science 264, 245-248 (1994). 

C. PAPASEIT, N. POCHON & J. TABONY - Microtubule self-organization is gravity-dependent. 
Proc. Natl. Acad. Sei. U.SA. 97, 8364-8368 (2000). 
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exemple d'un Systeme biologique in vitro qui s'auto-organise par des processus de 
reaction-diffusion. Ces preparations s’auto-organisent ä une echelle macroscopique 
et la morphologie qui se forme alors depend de la presence de la gravite ä un 
moment critique precoce dans le processus d’auto-organisation. 

Les microtubules peuvent etre formes au laboratoire en chauffant de 4°C ä 35°C 
une solution de tubuline pure en presence d'un nucleotide, la guanosine triphos- 
phate (GTP). L'assemblage de la tubuline en microtubules depend de reactions 
chimiques qui conduisent ä l'hydrolyse du GTP en guanosine diphosphate (GDP). 
Ensuite, la reaction se poursuit par des processus chimiques au cours desquels la 
tubuline s'ajoute preferentiellement ä une extremite du microtubule et se detache de 
l'autre tandis que le GTP est hydrolyse en GDP. Le Systeme est donc chimiquement 
irreversible et hors-equilibre et il y a ainsi une consommation et une dissipation 
d’energie chimique dans le Systeme. Dans notre cas, l’experience est effectuee dans 
des cuves spectrophotometriques (4 cm x 1 cm x 0,1 cm). Une Serie de stries hori¬ 
zontales, separees d'environ 0,5 mm, se developpe progressivement dans l'echan- 
tillon durant 5 heures. La morphologie striee se forme lorsque les microtubules 
sont assembles dans des cuves placees verticalement, mais un motif different, en 
cercles concentriques, apparait quand les microtubules sont assembles dans les 
cuves placees horizontalement. Une fois formees, les structures sont stables quelle 
que soit leur Orientation par rapport ä la gravite (figure AV-1.1). 



vertical 1cm horizontal 



microgravite 


Figure AV-1.1 - Structures microtubulaires auto-organisees 
formees dans des cuves optlques de 4 cm x 1 cm x 0,1 cm 

En presence de gravite (figures de gauche et du centre), la solution s'auto-organise. Une 
morphologie striee se forme quand les microtubules sont assembles dans la cuve verticale 
mais une autre morphologie se forme quand les microtubules sont assembles dans la cuve 
restee horizontale. Les processus d’auto-organisation durent environ 5 heures. La 
morphologie qui se forme depend de l’orientation de l'echantillon par rapport ä la gravite ä 
un moment critique [Tabony, 1994], tot dans le processus d’auto-organisation et bien avant 
qu’un motif soit visible. Aucune auto-organisation ne se produit quand des microtubules sont 
assembles en absence de gravite (ä droite) pendant les 13 premieres minutes du processus 
[Papaseit et al., 2000]. 
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Les microtubules s'auto-organisent entre eux parce qu'au cours des processus de 
croissance-decroissance, ils produisent des trainees chimiques donnant lieu ä une 
auto-organisation d'une maniere comparable aux fourmis communiquant et s'orga- 
nisant entre elles en laissant des trainees de substances chimiques (figure V-Al .2). 





Figure AV-1.2 - Croissance des microtubules 

Une des particularites des microtubules est qu'ils croissent d'un cöte tandis qu'ils retre- 
cissent ä l'autre extremite en conservant leur longueur. II y a donc deplacement des micro¬ 
tubules ä une vitesse de plusieurs microns par minute. En avangant, un microtubule liböre 
derriere lui une tralnee de forte concentration de tubuline. Puisque les vitesses de reaction 
augmentent avec la concentration de reactifs, les microtubules voisins vont croTtre suivant la 
direction de ces trainees. Les microtubules « parlent» donc entre eux de cette maniere. 
a - les microtubules viennent juste de se former a partir de la solution de tubuline. Ils sont 
dans une phase de croissance et ont un arrangement isotrope, b- le desassemblage des 
microtubules ä commence ä l'instant de bifurcation. Ceci produit des trainees de tubuline de 
forte concentration depuis les extremites däcroissantes des microtubules. c - les microtu¬ 
bules croissent et se forment pröferentieliement dans les trainees de tubuline. 


Des simulations numeriques fondees sur ce principe prevoient l'auto-organisation 
des microtubules et sa dependance vis-ä-vis de la gravite (figure AV-1.3). 


100 % 


0 % 


40 um 40 um 
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Figure AV-1.3 - Simulations numeriques 

Des simulations numeriques basees sur les principes decrits precedemment donnent lieu ä 
une auto-organisation macroscopique (a), comparable ä une auto-organisation experimentale 
ä la meme echelle (b). Une fois que quelques microtubules ont commence ä prendre une 
Orientation privilegiee, alors les microtubules voisins vont adopter la meme orientation. Une 
fois amorce, le processus se renforce de lui-meme et conduit ä l'auto-organisation complete 
de l'echantillon. N'importe quel petit effet induisant un leger biais directionnel, comme par 
exemple des vitesses de transport differentes selon les directions verticales ou horizontales, 
va provoquer l'auto-organisation. La gravite agit ainsi, par son interaction directionnelle, avec 
les fluctuations de densite macroscopiques presentes dans la solution. 
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La direction de la gravite brise la symetrie de l'etat initialement homogene et 
provoque l'apparition d'un motif. De tels processus ont pu jouer un role dans le 
developpement de la vie sur terre. D'autres facteurs externes comme les champs 
magnetiques ou electriques, ont pu avoir le meme effet. Les processus de ce type 
pourraient former une classe generale de mecanismes par lesquels les facteurs 
environnementaux faibles sont transcrits par des systemes biologiques. La gravite 
peut donc intervenir dans un processus cellulaire fondamental et ainsi modifier 
d'autres processus tels que la division cellulaire, qui dependent ä leur tour de 
1’auto-organisation des microtubules (voir chapitre III). 

Des experiences dans l'espace montrent que des processus cellulaires varies sont 
modifies quand des cellules sont placees dans des conditions d’apesanteur. 
Actuellement, il n'y a pas d’explication coherente ä ces observations. Des cher- 
cheurs ont observe des modifications de l'organisation du cytosquelette et des 
resultats recents sur les cellules lymphatiques humaines cultivees dans l'espace 
montrent un reseau desorganise de microtubules compare aux experiences ä 1 g. 
Cette observation, conforme ä nos resultats, souleve la possibilite que les processus 
de reaction-diffusion pourraient fournir un mecanisme fondamental pour la depen- 
dance de la fonction cellulaire vis-ä-vis de la gravite. Si c’est le cas, cela suggere 
egalement que les processus de reaction-diffusion microtubulaires se produisent 
reellement dans les cellules vivantes. L'organisation des microtubules est essen¬ 
tielle dans la fonction cellulaire (voir § 2.2). Le fait que l'organisation des 
microtubules dans la cellule soit dependante de la gravite souleve la question de la 
viabilite de certaines formes de vie en apesanteur sur des periodes tres longues, 
sans substitut correctif. 

Ces resultats montrent comment un Systeme biologique simple, constitue au depart 
d'une proteine et d'un nuclcotide, et en l'absence d'ADN, peut se comporter d'une 
maniere complexe. Le comportement global de tels systemes, parfois surprenant, 
montre des similitudes avec certains aspects phenomenologiques et morpho- 
geniques des systemes vivants, comportant un grand nombre de constituants. II 
reste ä demontrer et ä definir le role reel de tels mecanismes dans les processus 
propres ä la matiere vivante. 

Aux origines de la vie, des produits chimiques organiques se sont formes sur terre. 
Ces molecules se sont ensuite combinees pour donner des produits chimiques plus 
complexes, comme les acides nucleiques et les proteines. Apres ce stade, les 
produits biochimiques actifs ont ete confines dans une membrane constituee d’une 
bicouche de tensioactifs ayant les dimensions approximatives d’une bacterie ou 
d'une cellule. Quelque part entre cette etape dans le developpement de la vie, et 
l'apparition des organismes complexes, les processus d’auto-organisation fondes 
sur des lois physiques et chimiques ont du se produire. Les processus de reaction- 
diffusion, comme ceux qui se produisent avec les microtubules, peuvent bien etre ä 
l'origine de l'organisation du vivant. 
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Le paragraphe 4 de ce chapitre souligne l’importance des forces de traction 
cellulaires dans la migration d’une cellule animale. Les forces mecaniques que ces 
cellules, musculaires ou non, sont capables d’exercer sur et au sein d’un substrat 
matriciel deformable sont revelees macroscopiquement in vitro par la contraction 
du milieu extracellulaire qui les Supporte (gels de collagene de differents types, 
fibrine, Matrigel In vivo, ces forces de traction sont directement impliquees 
dans les processus de cicatrisation du derme, oü elles assurent une contribution 
essentielle au rapprochement initial des bords de la plaie chez l’animal et chez 
rhomme. 

Largement utilises des 1979 (modele FPCL ( Fibroblast Populated Collagen 
Lattice) 13 , les modeles experimentaux de contraction de biogels restent d’actua- 
lite 14 pour caracteriser ä un niveau macroscopique les forces mecaniques exercees 
par une population de cellules, ainsi que pour elaborer des tissus de Substitution 
(voir l’encadre Les substituts tissulaires du chapitre VI). La contraction de micro- 
spheres ou de cylindres de collagene ensemences de cellules est par exemple 
quantifie par la diminution progressive du diametre de l'echantillon 15 . Cette 
information quantitative reste pourtant extremement globale, meme si eile permet 
de suivre les variations de la cinetique de contraction en fonction de differents 
parametres experimentaux (concentration en proteines matricielles, densite 
cellulaire initiale...). Des approches experimentales plus recentes, incorporant des 
jauges de contrainte ou des capteurs de force, ont ete elaborees pour mesurer en 
continu la contraction, generalement quasi-isometrique, du substrat extracellulaire. 
Dans ces experiences, des cellules (fibroblastes, cellules endotheliales...) sont 


12. Ce type de substrat extracellulaire est suppose etre relativement proche par sa Constitution, d’une 
matrice extracellulaire in vivo, meme si sa composition exacte reste tres variable. 

13. B. Bell, E. Ivarsson & C. Merrill - Production of a tissue-like structure by contraction of 
Collagen lattices by human fibroblasts of different proliferative potential in vitro. Proc. Natl Acad. 
Sei. 76, 1274-1278 (1979). 

14. B.A. Bromberek, P.A. Enever, D.I. Shreiber, M.D. Caldwell & R.T. Tranquillo - 
Macrophages influence a competition of contact guidance and chemotaxis for fibroblast 
alignment in a fibrin gel coculture assay. Exp. Cell Res. 275,230-242 (2002). 

15. R.B. VERNON & M.D. GOODEN - An improved method for the Collagen gel contraction assay. 

In Vitro Cell Dev. Biol. Anim. 38, 97-101 (2002). 
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cultivees dans un biogel suspendu 16 ou flottant 17 entre deux armatures rigides. 
L’une de ces armatures est fixe, l’autre etant reliee au capteur de mesure 
(figure AV-2.1). 


flotteur fixe gel de fibrine flotteur libre 



Figure AV-2.1 - Schema de principe du banc de mesure utilisant un gel flottant 

La concentration quasi-isometrique du biogel se traduit par une Variation de tension 
qui, apres etalonnage, quantifie Revolution continue des forces mecaniques exercees 
par les cellules au sein du biogel. Le meme dispositif permet de caracteriser le 
comportement du gel seul sous l'effet de diverses sollicitations mecaniques 
externes l8 . C'est un avantage essentiel de cette approche qui permet une 
caracterisation de la contraction en deux etapes : 

■S tout d'abord, le comportement rheologique et les modules mecaniques du biogel 
sont identifies, 

S ensuite la courbe de contraction du composite cellules-biogel est utilisee 
pour quantifier l'amplitude intrinseque des forces de traction cellulaires 
(figure AV-2.2). 

Ces modeles experimentaux permettent de quantifier les effets de differents 
facteurs biologiques sur la dynamique de contraction (type cellulaire, facteurs 
extracellulaires...) et, reciproquement, de caracteriser la reponse macroscopique de 
cellules soumises ä des sollicitations mecaniques imposees (mecanotransduction). 
Parallelement, l'analyse du comportement viscoelastique non-lineaire de ces 
matrices biologiques, anisotropes par nature, requiert le developpement de modeles 
theoriques permettant d’identifier leur modules mecaniques caracteristiques. A cöte 


16. D.I. Shreiber, P.A. Enever & R.T. Tranquillo - Effects of pdgf-bb on rat dermal fibroblast 
behavior in mechanically stressed and unstressed Collagen and fibrin gels. Exp. Cell Res. 266, 
155-166(2001). 

17. M. Kolodney & R.T. Wysolmersky - Isometric contraction by fibroblasts and endothelial cells 
in tissues cultures : a quantitative study. J. Cell Biol. 117, 73-82 (1992). 

18. M. Benkherourou, P.Y. Gumery, L. Tranqui & P. Tracqui - Quantification and macroscopic 
modelling of the nonlinear viscoelastic behaviour of strained gels with varying fibrin 
concentrations. IEEE Trans. Biomed. Eng. 47(1 1), 1465-1475 (2000). 
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des modeles rheologiques classiques (modeles de MAXWELL, KELVIN 19 ...), 
differents modeles de milieux multiphasiques sont proposes pour rendre compte 
non seulement de la rheologie de la matrice 20 , mais egalement de celle des cellules 
incluses dans celle-ci 21 . 



Figure AV-2.2. - Force de traction exercee lors de la contraction d'une matrice de fibrlne 
(1 mg/mL) par 2.10 6 cellules endotheliales de la lignee Eahy 926 

(d'apres M. Benkherourou, These Universite Joseph Fourier, 1999). 

Parallelement ä cette approche macroscopique, la caracterisation des forces meca- 
niques exercees par une cellule isolee a fait l’objet de nombreux travaux theoriques 
et experimentaux ces dernieres annees, en particulier gräce au developpement de 
Substrats elastiques adaptes dont on peut contröler l’elasticite. HARRIS et al. ont 
montre il y a plus de vingt ans 22 que des cellules du derme (fibroblastes) produi- 
saient en effet des forces de traction d'amplitude assez elevee pour plisser des 
feuilles de silicone de quelques microns d'epaisseur. Les plissements generes par 
les cellules adherant sur ces Supports bidimensionnels deformables materialisent 
l'existence et l'orientation des lignes de tension exercees 23 . 


19. Voir par exemple Y.C. FUNG - Biomechanics, Mechanical properties ofliving tissues, 2 nd edition. 
Springer Verlag (1983) . 

20. V.H. Barocas & R.T. Tranquillo - An anisotropic biphasic theory of tissue-equivalent 
mechanics : the interplay among cell traction, fibrillär network defomiation, fibril alignment, and 
cell contact guidance. J. Biomech. Eng. 119, 137-145 (1997). 

21. M.R. Zile, M.K. Cowles, J.M. Buckley, K. Richardson, B.A. Cowles, C.F. Baicu, G. 

I.V. Cooper & V. Gharpuray - Gel Stretch method : a new method to measure constitutive 
properties of cardiac muscle cells. Am. J. Physiol. 274, H2188-202 (1998). 

22. A.K. Harris, P. Wild & D. Stopak - Silicone rubber substrata : a new wrinkle in the study of 
cell locomotion. Science 208, 177-179 (1980). 

23. S. MUNEVAR, Y. Wang & M. Dembo - Traction force microscopy of migrating normal and H-ras 
transformed 3T3 fibroblastr. Biophys. J. 80, 1744-1757 (2001). 
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L’Observation de ces plissements ne permet generalement qu'une analyse semi¬ 
quantitative dont la resolution spatiale et temporelle est limitee. C’est pourtant de 
cette maniere que, de fa?on originale et audacieuse, BURTON et TAYLOR (1997) 24 
ont caracterise les forces mecaniques mises en jeu au cours de la cytodierese (voir 
chapitre III) en se basant sur un etalonnage prealable de la relation force-defor- 
mation ä partir de la hauteur des plis. D’autres techniques, comme Tinclusion de 
microbilles dont on suit le deplacement au cours du temps 25 , viennent completer 
ces observations et permettent, comme le montrent des travaux theoriques recents, 
de remonter ä l'amplitude des forces de traction exercees 26 . L'apport des nano- 
technologies a egalement permis le developpement d'approches alternatives oü le 
substrat elastique est remplace par un tapis solide micro-sensible, presentant ä sa 
surface un maillage d’alveoles contenant des jauges de contraintes nanometriques, 
ou par un « tapis de fakir » de micro-poutres verticales qui permettent d’enregistrer 
les efforts locaux exerces en differents points de la surface basale d’une cellule en 
deplacement 27 . 

Mentionnons enfin que le Schema de principe du banc de mesure ä deux armatures 
decrit ci-dessus pour l’etude de populations de cellules se decline egalement ä 
Techelle de la cellule individuelle. THOUMINE et OTT (1997) 28 ont ainsi piege une 
cellule isolee entre une microplaque rigide et une autre flexible. Cette demiere, 
prealablement calibree, joue le röle d’un capteur de force. Ce dispositif permet de 
mesurer la force de traction exercee par une cellule isolee (de l'ordre de 40 nN pour 
un fibroblaste 28 ). Ce meme dispositif permet de quantifier Tadhesion d’une cellule 
ä un substrat proteique prealablement depose sur l’une des microplaques. 

Au-delä de la caracterisation des forces mecaniques intrinseques exercees par les 
cellules, c’est plus globalemcnt le contröle de Tadhesion cellulaire et du remode- 
lage du cytosquelette par des contraintes mecaniques qui font Tobjet de recherches 
actuelles. Dans un travail recent, BALABAN et al. (2001) 29 ont montre que la 
surface des plaques d’adherence focale (voir chapitre V, § 3.2.2) augmentait avec 


24. K. Burton & D.L. Taylor - Traction forces of cytokinesis measured with optically modified 
substrata. Nature 385 ,450-454 (1997). 

25. M. Dembo & Y.L. Wang - Stresses at the cell-to-substrate interface during locomotion of 
fibroblasts. Biophys. 76,2307-2316 (1999). 

26. J.P. Butler, I.M. Tolic-Norrelykke, V. Fabry & J J. Fredberg - Traction fields, moments, 
and strain energy that cells exert on their surroundings. Am. J. Physiol. 282 , C595-605 (2002). 

27. C.G. Galbraith & M.P. Sheetz - A micromachined device provides a new bend on fibroblast 
traction forces. Proc. Natl Acad. Sei. USA 94, 9114-9118 (1997). 

J.L. Tan, J. Tien, D. M. Pirone, D.S. Gray, K. Bhadriraju & C.S. Chen - Cells lying on a bed 
of microneedles: an approach to isolate mechanical force. Proc. Natl Acad. Sei. USA 100 (4), 
1484-1489 (2003). 

28. O. Thoumine & A. Ott - Time scale dependent viscoelastic and contractile regimes in fibroblasts 
probed by microplate manipulation. J. Cell Sei. 110 ,2109-2116 (1997). 

29. N.Q. Balaban, U.S. Schwarz, D. Riveline, P. Goichberg, G. Tzur, I. Sabanay, D. Mahalu, 
S. Safran, A. Bershadsky, L. Addadi & B. Geiger - Force and focal adhesion assembly : a 
close relationship studied using elastic micropattemed Substrates. Nat. Cell Biol. 3 .466-472 
(2001). 
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l’intensite de la force qui leur etait transmise de fa§on centripete. On peut esperer 
que dans un avenir proche, le developpement de marqueurs fluorescents vitaux 
sensibles aux efforts mecaniques permettra de completer cette etude sur le röle des 
forces mecaniques dans la regulation des processus biomecaniques successifs mis 
en oeuvre dans la migration cellulaire 30 (voir chapitre V, § 4.5), ainsi que dans le 
contröle de l'expression des differents genes qui contrölent la dynamique cellulaire. 


30. Le cycle d'evenements biomecaniques impliques dans la migration est habituellement decompose 
en cinq etapes : protrusion, adhesion, traction. de-adhesion, translocation [voir par exemple 
SHEETZ et al., Biochem. Soc. Symp. 65,233-243 (1999)]. 



Annexe V-3 


Les moteurs moleculaires 
A lain Duperray 


Le mouvement est une des caracteristiques de la vie, et la plupart des mouvements 
biologiques sont accomplis gräce ä des proteines appelees moteurs moleculaires. II 
existe une grande diversite de ces moteurs moleculaires, mais ils ont tous en 
commun le fait de convertir l’energie chimique de la cellule (l’ATP), en energie 
mecanique. L’hydrolyse de l’ATP produit un changement de conformation qui 
aboutit ä un mouvement unidirectionnel. Les moteurs moleculaires les plus connus 
sont sans doute ceux qui utilisent les fibres du cytosquelette pour se mouvoir. On 
en connait trois superfamilles dont les prototypes sont la myosine, qui interagit 
avec les filaments d’actine, et deux moteurs associes aux microtubules, la dyneine 
et la kinesine. Tous trois possedent un domaine moteur catalytique, avec un site de 
fixation pour l’ATP et un site qui permet l’interaction avec le cytosquelette. Les 
etudes cristallographiques des domaines moteurs montrent que les trois proteines 
ont de fortes homologies structurales. Les autres domaines de ces proteines 
different considerablement, ce qui suggere qu’ils sont, au moins en partie, respon¬ 
sables de la diversite fonctionnelle de ces trois classes de moteurs. 

Les moteurs moleculaires associes aux microtubules sont impliques dans le 
transport intracellulaire et la motilite cellulaire. Ils sont utilises dans de tres 
nombreux processus cellulaires, dont le transport des organelles associees aux 
membranes, des assemblages de proteines et des ARN messagers, mais inter- 
viennent aussi dans la dynamique des microtubules, la division cellulaire et le 
developpement embryonnaire. 

La kinesine 31 est une proteine tetramerique composee de deux chaines lourdes de 
120 kDa, caracterisees par la presence d’un domaine moteur qui interagit avec les 
microtubules et possede l’activite ATPasique, et de deux chaines legeres de 
62 kDa, qui se lient avec les constituants cellulaires ä transporter. Les observations 
et des essais fonctionnels ont montre que la kinesine se deplace vers l’extremite (+) 
du microtubule et est donc impliquee dans le transport anterograde des organelles. 
La vitesse de glissement d’une molecule de kinesine sur un microtubule varie de 
0,5 ä 3 pm/seconde, une vitesse relativement importante ä l’echelle d'une cellule 
de20pm. L’interaction d’une molecule de kinesine avec le microtubule persiste 


31. N. Hirokawa - Kinesin and Dynein Superfamily proteins and the mechanism of organelle 
transport. Science 279, 519-26 (1998). 
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pendant un temps assez long, permettant ä une seule molecule d’effectuer son 
transport sur plusieurs micrometres. 

La dyneine 32 comprend deux chaines lourdes de 530 kDa, trois chaines interme- 
diaires de 74 kDa et quatre chaines legeres de 60 kDa. Contrairement ä la kinesine, 
la dyneine se deplace vers l’extremite (-) du microtubule et est donc impliquee 
dans le transport de la peripherie de la cellule vers le centre. 



myosine kinesine dyneine 


Figure AV-3 - Schema des trois prototypes de moteurs moleculaires 

Les trois moteurs sont formes de deux chaines lourdes formant le domaine catalytique 
moteur, suivi d’un domaine allonge en forme de tige. Les chaines legeres associees sont 
representees en gris plus clair. 

La myosine est tres connue pour son röle dans la contraction musculaire, lors- 
qu’elle interagit avec l’actine. Les myofibrilles, elements contractiles de la cellule 
musculaire, sont composees d’assemblages repetes de filaments minces et de 
filaments epais, qui glissent les uns sur les autres lors de la contraction. Les 
filaments minces sont formes principalement d’actine, alors que les filaments epais 
sont formes par l’assemblage des queues de myosine, dont les tetes pointent vers 
les filaments d’actine. La myosine musculaire ou myosine II est formee de deux 
chaines lourdes de 200 kDa et de quatre chaines legeres, de deux types differents, 
de 17 et 19 kDa. L’interaction des tetes de myosine avec l’ATP entraine leur 
detachement des filaments d’actine. L’ATP est ensuite hydrolyse, ce qui entraine 
un changement de conformation de la myosine, qui se deplace alors de 5 nm vers 
l’extremite (+) du filament d’actine. La myosine peut alors se fixer ä l’actine, 
relarguer son ADP et retrouver sa conformation initiale, entrainant un deplacement 
relatif des deux filaments. Chaque filament epais porte environ 500 tetes de 
myosine, qui chacune peuvent effectuer jusqu’ä 5 cycles par seconde. On voit que 


32. G. Woehlke, M.O. Schliwa - Walking on two heads : the many talents of kinesin. Nat. Rev. 
Mol. Cell Biol. 1,50-58 (2000). 
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contrairement ä la kinesine, la myosine se detache de l’actine ä chaque cycle, et 
une seule molecule ne peut donc pas produire de mouvement; c’est la Cooperation 
des nombreuses tetes de myosine pouvant interagir avec le filament d’actine qui 
provoque un glissement des filaments ä des vitesses allant jusqu’ä 15 pm par 
seconde. La myosine est egalement importante dans les cellules non musculaires, 
car en interagissant avec des reseaux locaux d’actine, eile intervient dans les 
phenomenes de migration cellulaire, ou dans la formation de l’anneau contractile 
au cours de la cytodierese, avant la Separation des deux cellules filles lors de la 
division cellulaire (voir chapitre III). Enfin, les formes non conventionnelles de 
myosine que l’on trouve associees aux membranes sont impliquees dans le trafic 
membranaire. 



Cette page est laissee intentionnellement en blanc. 



Chapitre VI 


Matrices extracellulaires 
Analogues biologiques de cristaux liquides 


Marie Madeleine Giraxjd Guille 


1. INTRODUCTION 


Le terme general de matrice extracellulaire (MEC) designe l’ensemble des macro- 
molecules secretees localement dans l’espace extracellulaire de la plupart des 
tissus. Cette matrice est organisee en reseaux plus ou moins compacts et ordonnes, 
qui occupent un volume important dans les tissus conjonctifs tels le derme ou les 
tendons ; eile forme parfois des structures hautement specialisees et mineralisees, 
comme dans l’os (voir annexe IV, § A2.2). 

On a longtemps considere la MEC comme un tissu de remplissage jouant un röle 
passif de cohesion entre les cellules ; son influence dans le comportement des 
cellules, forme, adhesion, multiplication ou migration (voir chapitre V) a ete 
demontree ä partir des annees 1960, en relation avec le developpement des 
techniques de culture cellulaire. La structure et la fonction des principales macro- 
molecules des MEC seront d’abord introduites, puis le röle de ces compartiments 
dans la vie des organismes pluricellulaires sera ensuite aborde, avec quelques 
exemples d’interrelations matrices-cellules. La question de l’assemblage tridimen- 
sionnel des macromolecules de structure des MEC sera enfin abordee. 

De nombreuses avancees dans la comprehension des assemblages, supramolecu- 
laires ou suprafibrillaires, rencontres dans les matrices extracellulaires sont issues 
de collaborations avec les physiciens de la matiere condensee. En particulier 
l’existence d’etats cristallins liquides stabilises dans les MEC a permis d'inter- 
preter, ä partir de modeles decrits en physique des solides, les architectures 
supramoleculaires complexes rencontrees dans ces tissus. Cela a egalement permis 
de reproduire experimentalement des systemes ordonnes, fluides ou stabilises, 
mimant les structures rencontrees dans les tissus biologiques. 
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2. Un reseau complexe de macromolecules 


Trois grands types de macromolecules sont synthetisees par les cellules de la MEC. 
Des fibres de nature proteique formant des edifices rigides ou elastiques : le colla¬ 
gene et l’elastine ; des glycoproteines, impliquees dans l’adhesion des cellules ä 
leur substrat: par exemple la fibronectine et la laminine ; des polysaccharides, 
constituant des gels hydrates ä fonction mecanique : les glycosaminoglycanes et 
les proteoglycanes. 

2.1. Les collagenes 

Les collagenes, principales proteines de la MEC, jouent un röle structural essentiel 
ä l’echelle des tissus et des organismes. Elles representent 25% des proteines 
totales des vertebres, une vingtaine de types sont actuellement decrits, formant des 
structures en fibrilles ou en reseaux. Les molecules sont caracterisees par leurs 
sequences repetitives en acides amines de type glycine (un residu sur trois) et leur 
richesse en proline, hydroxylysine et hydroxyproline. Le collagene de type I, le 
plus abondant, est le constituant principal de la peau, des os, des tendons, de la 
cornee. L’entite moleculaire de base est constituee par trois chaines polypepti- 
diques en helices, de poids moleculaire 100 000 daltons environ. Ces triples 
helices de 300 nm de long et 1,5 nm de diametre s’assemblent dans la matrice 
extracellulaire en fibrilles dont le diametre varie de 50 ä 300 nm selon les tissus 
concernes. Le decalage periodique regulier des triples helices au sein des fibrilles 
aboutit ä une striation periodique transversale, repetitive tous les 67 nm qui est bien 
visible en microscopie electronique ä transmission (figure 1). 

Cette periodicite transversale permet de caracteriser, sur coupes ultrafines, les 
fibrilles de collagene au sein des tissus, ou dans des substituts tissulaires reconsti- 
tues ä base de collagene. La resistance ä la tension des fibrilles de collagene est 
augmentee par l’etablissement de ponts intermoleculaires sous forme de liaisons 
covalentes etablies entre des residus lysine portant des groupements aldehydes. Le 
pontage transversal est localise essentiellement au niveau des extremites non 
helicoidales des molecules. 

La biosynthese du collagene par les fibroblastes, cellules fusiformes du tissu 
conjonctif, debute au niveau du reticulum endoplasmique (voir chapitre I) oü sont 
assemblees les chames a ; elles sont secondairement hydroxylees et glycosylees au 
niveau des vesicules de l’appareil de golgi, lieu egalement de la formation de la 
triple helice. Les extremites N- et C- terminales non helicoidales des triple helices 
sont clivees, par des enzymes specifiques localisees dans la matrice extracellulaire, 
lors de la secretion des molecules hors de la cellule. La fibrillogenese a ainsi lieu 
dans la MEC ou les fibrilles forment des ordres plus ou moins reguliers ä grande 
distance. Dans les MEC denses, les orientations fibrillaires se repetent au niveau de 
plans successifs, selon divers types de contreplaques. Au niveau de chaque plan, 
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l’ordre des fibrilles peut etre aleatoire ; il peut, entre deux plans successifs, suivre 
deux directions altemees selon des angles proches de 90° ; il peut egalement varier 
regulierement de direction, d’un plan au suivant, selon des angles variables 
(voir § 4.1). 


Gly - X - Y - Gly - X • Y • Gly - X - Y - Gly - X - Y 


1.5 nm 




300 nm 


67 nm 




Figure 1 - Hierarchies structurales du collagene de type I 

La proteine est constituee par trois chaTnes a, dont un acide amine sur trois est une glycine. 
Ces chaTnes s’enroulent pour former une triple helice de collagene de 300 nm de long. Les 
molecules de collagene s’assemblent spontanement dans l’espace extracellulaire, en 
fibrilles. Elles sont caracterisees en ultrastructure par la presence d’une striation periodique 
transversale. 


Le collagene est renouvele en permanence dans les tissus. Il est degrade par les 
collagenases, secretees par les fibroblastes presents dans la MEC mais aussi par les 
macrophages et les polynucleaires d'origine sanguine. 


2.2. Les fibres elastiques 

Ces fibres, visibles en microscopie photonique, sont abondantes dans les tissus 
dont la taille et la forme varient, comme la peau, les poumons, les vaisseaux 
sanguins. Elles permettent aux tissus de retrouver leur forme apres un etirement 
transitoire. 
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Le principal constituant des fibres elastiques est une proteine tres hydrophobe 
l'elastine riche en proline et en glycine. Longue d’environ 750 acides amines, la 
molecule est formee par l’alternance de segments hydrophobes et d’helices a 
riches en lysine et en alanine. Les molecules se lient entre eiles par des liaisons 
covalentes, en formant un reseau tridimensionnel elastique (figure 2). 


etirement 



Figure 2 - Reseau de molecules d’elastine sous etirement 

Les molecules, liees ä leurs voisines par des liaisons stables, forment des fibres qui 
apparaissent ici sous forme etiree. En l’absence de tension, des repliements aleatoires se 
forment et la fibre adopte alors un etat reläche (dessin inspire de Alberts et al„ 1994). 

Les fibres elastiques sont constituees d’un cceur d’elastine, qui apparait en micro- 
scopie electronique ä transmission sous forme de materiel amorphe, entoure de 
glycoproteines, visibles sous forme de microfibrilles de 10 nm de diametre. 

Synthetisees par les fibroblastes, les fibres elastiques etablissent des liaisons avec 
le collagene et les polysaccharides de la MEC. Cet entrelacement limite l’etirement 
du reseau elastique, evitant les dechirures des tissus tres deformables. Elles sont 
degradees par une enzyme, l’elastase secretee dans la matrice par les macrophages 
et les polynucleaires. 

23. Les glycoproteines 

Les glycoproteines interviennent dans les phenomenes d'adhesion cellulaire (voir 
chapitreV). Les mieux connues sont la fibronectine, abondante dans les tissus 
conjonctifs, qui assure l’adhesion des fibroblastes ä la matrice et la laminine, 
specifique des tissus de revetement, qui permet l’adhesion des cellules epitheliales 
ä la lame basale. 

La fibronectine est un dimere de 100 nm de long dont les deux chaines, longues 
d’environ 2500 acides amines, sont reliees par des ponts disulfures (figure 3). 

Des sites de liaison avec le collagene sont presents sur le dimere et des sequences 
specifiques de trois acides amines (arginine, glycine, acide aspartique), dites 
sequences RGD, sont reconnues specifiquement par des recepteurs de la surface 
cellulaire, les integrines (voir chapitre V, § 1.2). La fibronectine de la MEC joue 
un röle determinant dans le developpement embryonnaire, comme le demontrent 
des experiences oü sont inactivees les genes codant pour cette proteine. Les souris 
de laboratoire, correspondant ä ce modele experimental, sont qualifiees de souris 
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«knock out». Les embryons mutes presentent alors des defauts au niveau de la 
migration cellulaire entrainant des anomalies morphologiques et une mort rapide. 


Liaisons : 



ponts disulfures 


Figure 3 - Structure de la fibronectine 

Cette proteine extracellulaire, favorisant l'attachement des cellules ä la matrice, est formee 
de deux chaTnes polypeptidiques de sequences voisines, reliees par des ponts disulfures. 
Elle est constituee par plusieurs domaines presentant des sites de liaison specifiques soit ä 
une molecule, soit ä une cellule (dessin inspire de Alberts et al., 1994). 

II existe une fibronectine plasmatique, synthetisee par les fibroblastes et les 
cellules hepatiques, et qui, vehiculee par le sang, active la coagulation sanguine et 
la cicatrisation. 

Une autre glycoproteine, la laminine, est localisee exclusivement au niveau des 
lames basales, c’est-ä-dire dans le perimetre immediat des cellules de type epi¬ 
thelial, adipeux, musculaire et nerveux. Les fonctions des lames basales sont 
diverses, elles servent de filtres moleculaires au niveau des cellules renales ; eiles 
interviennent aussi dans la regeneration neuromusculaire au niveau des synapses. 
Longue de 100 nm, la laminine possede des sites de liaison avec le collagene de 
type IV, le seul collagene present dans les lames basales, et avec les integrines, 
recepteurs de la membrane plasmique des cellules. 

2.4. LES POLYSACCHARIDES 

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont constitues de chaines non ramifiees de 
Polysaccharides. Leur structure generale est essentiellement une sequences repetee 
de disaccharides, dont un des Sucres est amine, le plus souvent sulfate. Le plus 
simple des GAG est l’acide hyaluronique, abondant dans les tissus embryon- 
naires, il facilite la migration des cellules au cours du developpement embry- 
onnaire. Les GAG, en raison de leur richesse en charges negatives, piegent les 
molecules d’eau en formant des gels gonfies et visqueux remplissant la plus grande 
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partie de l’espace extracellulaire. Ces gels hydrates fournissent un support 
mecanique aux tissus et permettent la diffusion rapide de molecules hydrosolubles. 

A l'exception de l’acide hyaluronique, les GAG sont tous relies de fa$on covalente 
ä un axe proteique pour former des proteoglycanes. Une exemple typique est 
l’agrecane, composant majeur du cartilage. Son poids moleculaire est de 
3.10 6 daltons, il possede plus de lOOchaines de GAG (1 pour 20 acides amines) 
(figure 4a). De nombreux proteoglycanes sont plus petits, la decorine, secretee par 
les fibroblastes, ne possede qu’une seule chame de GAG (figure 4b). Elle decore la 
surface des fibrilles de collagene. 


100 nm 


axe proteique 


Ml)l/p/7/ 



GAG 



Figure 4 - Deux proteoglycanes, l’agrecane (a) et la decorine (b) 

Les proteoglycanes sont constituees d’un axe proteique auquel s’attachent des chaTnes 
glucidiques laterales. L’agrecane, composant majeur du cartilage, comprend plus de 
100 chaTnes de GAG ; la decorine, presente ä la surface des fibrilles de collagene, ne 
comprend qu’une seule chaTne laterale (dessin inspire de Alberts et al., 1994). 


La diversite des proteoglycanes aboutit ä des gels presentant une grande 
heterogeneite dans la taille des pores et des densites de charges qui contrölent la 
circulation de molecules et de cellules au sein de l’espace extracellulaire. 

Deux polysaccharides jouent un röle structural essentiel au niveau des MEC. II 
s’agit de la Cellulose, localisee dans les parois vegetales, et la chitine, presente 
essentiellement dans le squelette externe des arthropodes et la paroi des Champi¬ 
gnons. Ces macromolecules sont constituees de longues chalnes de polymeres de 
glucose, acetylees et aminees pour la chitine. Les chaines s’assemblent, gräce ä des 
liaisons hydrogene, en bätonnets ordonnees de quelques nm de diametre, apelles 
cristallites. Les cristallites s’associent de maniere covalente ä des proteines pour 
former des fibrilles de 10 nm de diametre ou plus. Nous verrons que l'ordre ä 
grande distance adopte par les cristallites de chitine ou de Cellulose dans les 
matrices extracellulaires est souvent analogue ä celui forme par les fibrilles de 
collagene et correspond ä des geometries de phases cristallines liquides. Ces deux 
polysaccharides extracellulaires, tres abondants en terme de biomasse, sont 
actuellement valorises au niveau industriel en tant que polymeres d’origine 
naturelle. 
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3.RÖLE DES MATRICES EXTRACELLULAIRES 
ET RELATIONS AVEC LES CELLULES 

3.1. Forme, protection, locomotion 

Au cours de l’evolution, le developpement des organismes pluricellulaires a ete 
directement lie ä la presence d’une MEC, permettant l’association de cellules en 
tissus, puis de tissus en Organes. Cette charpente architecturale donne ainsi sa 
forme aux individus et en l’absence de ces reseaux extracellulaires les especes tant 
animales que vegetales ne seraient qu’un simple amas de cellules. La morpho- 
genese, qui etudie le developpement et la differenciation des organismes depuis 
une cellule initiale jusqu’au stade adulte (voir chapitre IV), doit aussi expliquer le 
determinisme de la mise en place des MEC qui conditionnent les formes du vivant. 

Les MEC conferent resistance et rigidite ä des tissus qui jouent alors un röle de 
protection des organismes, lorsqu’ils sont presents ä l’interface avec le milieu 
exterieur. Certaines parois vegetales, les coquilles de mollusques, les carapaces de 
crustaces, sont des exemples de matrices extracellulaires oü un reseau de macro- 
molecules organiques, depose en premier, interagit avec un reseau mineral, le plus 
souvent ä base de cristaux de calcium, de phosphate ou de silice. 

La presence de MEC calcifiees intervient egalement dans la locomotion en appor- 
tant un squelette rigide permettant le deplacement des organismes. Ce squelette 
peut etre externe, comme dans la carapace de crustaces, ou interne, dans les tissus 
osseux des vertebres. De maniere plus generale, les macromolecules des MEC 
participent aux proprietes mecaniques des tissus, assurant une resistance aux forces 
de traction (voir annexe V-2), c’est le cas du collagene, ou une resistance aux 
forces de compression, röle joue par les GAGs. 


32. Relations cellules-matrices 
3 2.1. Adhesion des cellules ä la matrice 

Les relations cellules-matrices mettent en jeu des phenomenes complexes faisant 
intervenir l’ancrage des cellules ä leur support (voir chapitre V). Des proteines 
transmembranaires, les integrines, jouent un röle central dans 1’ adhesion des 
cellules ä leur environnement extracellulaire. Ces proteines interagissent avec les 
principales proteines de la MEC, ä savoir le collagene, la fibronectine et la 
laminine, en etablissant des liaisons faibles mais multiples permettant aux cellules 
d’explorer leur environnement tout en maintenant des sites d’adherences ä la 
matrice. L’ancrage des cellules ä la MEC joue un röle dans la differenciation des 
cellules du tissu conjonctif en modifiant leur forme et leur phenotype. Des 
resultats nombreux montrent par exemple qu’en fonction de leurs conditions de 
culture, les chondrocytes, cellules arrondies du cartilage produisant du collagene 
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de type II, se differencient en cellules allongees de type fibroblaste, produisant du 
collagene de type I. La forme arrondie des chondrocytes disparait lorsque la densite 
en cellules de la culture diminue. Dans ce cas, les cellules s’aplatissent en formant 
des monocouches sur la boite de Petri (figure 5). Si les cellules sont replacees dans 
un contexte tridimensionnel, elles retrouvent alors leur forme et leurs proprietes de 
Synthese initiales. 



Figure 5 - Interconversions chondrocytes-fibroblastes 

En fonction des conditions de culture, les cellules du cartilage ont un ancrage different ä la 
matrice ; elles changent de forme et modifient leurs produits de synthese. 

Le phenotype de cellules en culture peut ainsi varier en fonction de leur atta- 
chement ä la MEC, mecanisme qui met en jeu des recepteurs presents au niveau de 
la membrane plasmique (voir chapitre V). Les biologistes cellulaires tentent 
actuellement de comprendre comment des interactions entre la matrice et le 
cytosquelette d’actine, par l’intermediaire des integrines, activent les voies de 
Signalisation intracellulaires (voir chapitre V, § 5). Ces cascades de Signalisation 
mettent en jeu des systemes de regulation qui contrölent l’expression des genes. 

322. Comportement de fibroblaste s en culture 

Des experiences concluantes de culture cellulaire demontrent que les cellules 
interagissent avec le collagene, proteine fibrillaire qu’elJes secretent in vivo et qui 
les entoure: 

v' Deux fragments de tissu embryonnaire, contenant des fibroblastes, sont espaces 
de plusieurs millimetres sur un gel de collagene. Les fibrilles constituant le gel, 
ne presentent au depart aucun ordre, puis une reorganisation du gel apparatt. Les 
fibrilles de collagene, sensibles aux tensions crees par les cellules, s’alignent en 
faisceaux paralleles entre les deux explants. 

2 Des fibroblastes sont melanges, dans une boite de culture, ä un gel de collagene 
constitue d’un reseau lache de fibrilles. Une contraction tres importante s'ob- 
serve dans les 24 heures qui suivent le melange, allant jusqu’ä une reduction de 
60% du volume initial du gel. Ce phenomene est directement lie ä la presence 
des cellules puisque leur mort, par choc osmotique, supprime la contraction 
(voir l’encadre Les substituts tissulaires). 

S Des fibroblastes sont places sur un gel de collagene dont les fibrilles sont 
orientees de maniere unidirectionnelle ; les cellules migrent en suivant la 
direction des fibrilles. 
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Ces diverses experiences mettent en evidence les interactions dynamiques reci- 
proques entre architecture extracellulaire et dynamique cellulaire : les fibroblastes 
peuvent orienter localement les fibrilles de collagene environnantes tandis que 
celles-ci, ä leur tour, interviennent dans la migration de ces cellules. 


4. Assemblage de macromolecules de structure 

4.1. ASSEMBLAGE ORDONNE DANS LES TISSUS 

Les fibrilles de collagene et les cristallites de chitine ou de cellulose, principaux 
composants structuraux des tissus conjonctifs, forment au niveau extracellulaire 
des trames souvent tres denses presentant des geometries en « contreplaques 
biologiques». Ce terme designe une geometrie oü des couches successives sont 
superposees en strates paralleles ; l’arrangement des fibrilles au niveau de chaque 
couche peut etre aleatoire ou plus ou moins ordonne. 

Dans les organisations simples, les fibrilles organiques restent paralleles entre elles 
dans une direction donnee. On retrouve par exemple ces arrangements avec le 
collagene au niveau des tendons de vertebres ou avec la chitine dans certaines 
regions des cuticules d’insecte. Dans d’autres architectures, les fibrilles organiques 
s’organisent selon deux directions alterndes qui se croisent pratiquement ä angle 
droit. C’est le cas de la cellulose dans des parois cellulaires d’algues, du collagene 
dans le tegument de vers, dans les ecailles de poisson, dans la cornee ou au niveau 
de l’os compact. 

Une architecture frequemment rencontree dans les MEC correspond ä des systemes 
multidirectionnels denommes « contreplaques torsades » dont la geometrie est 
decrite dans le modele pyramidal (figure 6). Ce modele est constitue d’une serie de 
plans paralleles de taille decroissante. Au niveau de chaque plan les droites 
dessinees representent l’orientation des molecules ou des fibrilles, elles sont toutes 
paralleles entre elles dans un meme plan et toument d’un angle petit et constant 
d’un plan au suivant. Une periodicite, P, est definie par la rotation de 360° des 
Orientations moleculaires. Sur les faces obliques du modele apparaissent des series 
d’arceaux emboites, superposees en strates paralleles. Chaque serie d’arceaux 
correspond ä une rotation de 180° des Orientations moleculaires, donc ä une 
rotation de P/2. 

Ce modele architectural se retrouve dans de nombreuses MEC : dans le tegument, 
tissu protecteur des invertebres, comme les cuticules d'arthropodes ou d’annelides ; 
dans les membranes protectrices d’ceufs d’origines diverses, nematodes, insectes, 
poissons ; dans une grande variete d’especes et de tissus vegetaux ; dans des tissus 
squelettiques de type ecaille ou os chez les vertebres (voir figure 7). 



166 


Marie Madeleine Giraud Guille 



Figure 6 - Modele en contreplaque torsade 

Une sörie de cartes superposees, de taille croissante, forment une pyramide ; sur chacune 
des cartes sont dessinees des droites paralleles indiquant les Orientations moleculaires. Les 
variations regulieres des Orientations moleculaires, d’un plan au suivant, dessinent des 
series d’arceaux sur les faces obliques du modele. 

Le modele en contreplaque torsade s’observe sur des centaines de pm et selon une 
disposition planaire dans les parois vegetales ou les cuticules de crustaces. II 
apparalt selon des modalites cylindriques dans le tissu osseux ; la trame organique 
de Los compact est constituee par des entites de base appelees osteones qui sont de 
petits cylindres de 0,2 mm de diametre, constituees de lamelies coaxiales. Les 
fibrilles de collagene sont paralleles entre elles au niveau d’une lamelle, mais leur 
direction toume regulierement d’une lamelle ä la suivante. 

42. ANALOGUES BIOLOGIQUES DES CRISTAUX LIQUIDES 

Des travaux debutes dans les annees 1970 ont montre que l’agencement tridimen- 
sionnel des macromolecules de structure au niveau des matrices extracellulaires 
obeit ä des assemblages de type cristallin liquide. 

Dans les cristaux liquides l’organisation des molecules en bätonnets est inter- 
mediaire entre celle d’un fluide desordonne isotrope et celle d’un cristal ordonne 
dans les trois directions de l’espace. Les trois principaux mode d’arrangement, 
classiquement decrits par les physiciens, sont les phases nematiques, smectiques et 
cholesteriques (voir encadre Les cristaux liquides). Le modele cholesterique est 
celui retrouve dans les MEC formant des edifices en contreplaques torsades. 

Dans les analogues biologiques de cristaux liquides, ce sont les entites macro- 
moleculaires complexes, les fibrilles de diametre superieur au nanometre, qui sont 
ordonnees selon ces memes modeles : fibrilles de collagene ou cristallites de 
chitine ou de cellulose. Le caractere liquide ou visqueux est present initialement 
lors du passage des macromolecules hors de la cellule. La structure cristalline 
liquide est ensuite stabilisee par l’etablissement de liaisons intermoleculaires entre 
macromolecules organiques ou par le developpement d’un reseau mineral au sein 
de la phase organique. 
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Les cristaux liquides 

Les cristaux liquides ou mäsophases sont des ätats intermädiaires de la matiäre. 
präsentant ä la fois l'äcoulement d'un liquide et les propriätäs optiques liäes ä 
l'anisotropie du milieu. Les moläcules en bätonnets. präsentent un rapport longueur sur 
diamätre (L/D) souvent proche de 20 : elles sont mobiles et s'orientent dans une. deux 
ou trois directions de l'espace. Les phases cristallines liquides apparaissant dans des 
systämes chimiques purs sont dits thermotropes. I'ordre est däpendant de la tempe 
rature ; celles qui apparaissent dans des systämes mixtes sont dites lyotropes. I'ordre 
est dependant de la concentration. Ce dernier cas est celui renconträ dans les systämes 
biologiques. 

Les cristaux liquides sont caractärisäs en lumiäre polarisäe par l'analyse de leurs 
textures ou par diffraction de rayons X. Friedel. en 1922. ä partir d'observations 
microscopiques. a classä trois principaux types d'orgamsations renconträes avec des 
molecules en bätonnets : les phases smectiques. npmatiques et cholesteriques. 



a - Dans un smectique les moläcules, toutes paralleles, forment des couches d'ägale 
epaisseur; les moläcules normales ou obliques aux couches. diffusent librement dans 
une direction laterale. 

b - Dans un nämatique les moläcules sont toutes paralleles, avec leurs centres de 
gravite disposäs de maniere aläatoire ; I'ordre est orientationnel. les moläcules se 
deplacent selon leur axe longitudinal. 

c - Dans un cholesterique, qui därive d'un ordre nämatique. les moläcules sont 
paralleles dans des plans (en räalitä fictifs) et leur direction tourne d'un angle petit et 
constant. d'un plan au suivant. 

De nombreuses macromoläcules biologiques - protäines. acides nucläiques. Polysaccha¬ 
rides - peuvent former des organisations supramoläculaires proches d'6tats cristaliins 
liquides. Ces systemes ne forment pas des Solutions mais des colloTdes formant soit 
des sols. soit des gel plus ou moins denses. äventuellement stabilisäs. Les analogues 
biologiques des cristaux liquides sont des systemes qui possädent les geometries 
decrites dans les mäsophases mais ont perdu leur caractere initial de fluidite. Le 
Principal exemple est le materiel fibrillaire renconträ au niveau des matrices extra¬ 
cellulaires ou la präsence de liaisons covalentes intermoläculaires et le däpöt eventuel 
de cristaux minäraux abolit le caratäre fluide present dans les premiäres etapes de 
secretion du materiel hors des cellules. 


La presence de geometries cristallines liquides a ete deduite d’images obtenues en 
microscopie optique ou electronique, montrant des series d’arceaux emboites 
superposes en strates paralleles. C’est le cas, par exemple, de la cuticule des 
crustaces ou de Tos compact des vertebres (figure 7). 
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Figure 7 - Serie d’arceaux au niveau de coupes ultrafines de tissus : 
squelettes, cuticule (a) et os (b) 

Le mat6riel est decalcifie ; en microscopie electronique ä transmission les deux tissus 
presentent des geometries similaires. Les fibrilles apparaissent successivement dans le 
plan de la coupe, ou obliques, ou transversales ä ce plan. 

Le modele cholesterique permet d’etablir le lien existant entre les macromolecules 
de structure adoptant une geometrie cristalline liquide et la visualisation en 
microscopie des coupes de ces materiaux apres fixation et inclusion. D’autres 
macromolecules biologiques sont egalement concemees; c’est le cas de l’ADN au 
niveau de certains chromosomes, de proteines au niveau d’inclusions cytoplas- 
miques, ou d’elements du cytosquelette au niveau d’algues ou du plancton. 

Ce modele est une representation ideale et des ecarts ä ce modele s’observent dans 
les tissus biologiques sous forme de deviations, de defauts ou d’artefacts. Des 
distorsions des strates cholesteriques, vues en coupes transversales, donnent des 
figures tres particulieres, pour certains plans de coupe des doubles spirales 
d’arceaux apparaissent. Les defauts, de translation ou de rotation, rencontres dans 
les cristaux liquides, sont visibles en coupe dans des materiaux biologiques aussi 
bien en microscopie optique en lumiere polarisee qu’en microscopie electronique ä 
transmission. Des artefacts de microtomie, consequence directe de la geometrie 
cholesterique ont ete mis en evidence, induisant des variations regulieres dans 
l’epaisseur des coupes. II en resulte en microscopie des differences de contraste, 
parfois tres accentuees, souvent interpretees de maniere erronee comme des 
differences dans la nature chimique de l’echantillon. 


4.3. Validation äl’echelle moleculaire 

Les donnees morphologiques temoignant de la presence d'assemblages de type 
cristallin liquide en morphogenese ont ouvert une demarche experimentale ayant 
pour but de reproduire in vitro de tels auto-assemblages. Ces resultats experi- 
mentaux sont realises ä partir des macromolecules des MEC. extraites et purifiees. 

L’etude du comportement en phases condensees des polymeres des matrices extra- 
cellulaires a permis de mettre evidence des motifs organises qui ont ete analyses ä 
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diverses echelles, en microscopie electronique ä transmission mais surtout en 
microscopie optique en lumiere polarisee. Les cristaux liquides sont en effet des 
fluides anisotropes, souvent tres visqueux, presentant des proprietes de birefrin- 
gence avec des textures precises permettant de les caracteriser (voir encadre La 
microscopie optique en lumiere polarisee). Dans le cas des phases cholesteriques, 
une extinction periodique est visible ä chaque rotation de 180° des Orientations 
moleculaires, produisant des figures typiques dites en « empreintes digitales ». 

Des assemblages cristallins liquides ont ete decrits ä partir de Solutions concentrees 
de polysaccharides, avec des derives de la cellulose et dans des suspensions de 
cristallites de cellulose et de chitine ä des concentrations de 3 ä 5%. Ces phases 
fluides peuvent etre ensuite evaporees pour former des films qui conservent la 
geometrie cholesterique initiale : des figures en arceaux sont ainsi visibles sur des 
coupes ultrafines de ces films. 

De meme, des molecules en triple helice de collagene, en solution dans l’acide 
acetique, s’assemblent spontanement, ä des concentrations de 80 mg/ml ou plus, en 
domaines anisotropes presentant les textures typiques des phases cholesteriques 
(figure 8a). 



Figure 8 

Assemblages cristallins liquides observes dans des Solutions de collagene en lumiere 
polarisee (a) et dans des gels fibrillaires en microscopie electronique ä transmission (b) 

Dans les textures en « empreintes digitales » la distance entre deux bandes noires succes- 
sives correspond ä une rotation de 180° des Orientations moleculaires. Apres gelification et 
formation des fibrilles cette rotation de 180° se retrouve au niveau de chaque serie 
d’arceaux. 


Les phases cholesteriques visqueuses de collagene peuvent etre secondairement 
stabilisees, en pla^ant les Solutions sous vapeurs d’ammoniaque. La modification 
de pH qui en resulte induit la formation d’un gel fibrillaire, pouvant etre fixe et 
inclus pour la microscopie electronique (voir encadre La microscopie electronique 
ä transmission). Les coupes ultrafines revelent au niveau du reseau fibrillaire de 
collagene les figures en arceaux temoignant d’une geometrie cristalline liquide 
(figure 8b). De telles figures sont visibles dans de nombreux tissus biologiques et 
notamment dans l’os compact humain, au niveau de la trame dense de collagene 
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une fois retiree la phase minerale. Les reseaux ordonnes de fibrilles ainsi obtenus 
par auto-assemblages miment des structures proches de celles de tissus vivants. 


La microscopie optique en lumiere polarisee 

La microscopie optique en lumiere polarisee permet d'etudier les proprietes optiques 
liees ä l'anisotropie d'un milieu. Les corps anisotropes sont bir6fringents ; lorsqu'un 
rayon lumineux pfenetre le milieu, il se divise en deux rayons d'egale intensite et 
polarises ä angle droit. Lorsqu'ils sont observes entre deux polaroides croises ä angle 
droit, ces corps laissent ä nouveau passer la lumiere selon les lois definies en optique 
cristallme (voir ci-dessous). 

Dans un corps anisotrope, la lumiere varie avec la direction 
de propagation, la surface d'onde est une ellipsoide. 

L'ellipsoide des indices possede trois axes principaux 
correspondant ä la direction des trois indices principaux n 0 
(grand), n P (petit) et n M (moyen) (voir figure). 

L'indice n est 6gal ä 1/v, v etant la vitesse de la lumiere. 

Un microscope polarisant est un microscope optique ordinaire muni de deux prismes : le 
polariseur, situ6 entre la source lumineuse et la preparation et l'analyseur. situe entre 
l'objectif et l'oculaire. Lorsque les prismes sont croisös ä angle droit, les rayons 
lumineux issus du polariseur sont totalement absorbös par l'analyseur, il y a extinction 
de la lumiere. Si un corps anisotrope est plac6 entre le polariseur et l'analyseur la 
lumiöre est retablie avec une intensite I' teile que : 

I' = I sin 2 (2a). sin 2 ( 718 / 7 ) [Bertrand & Roubaud, 1969] 

Dans cette relation : 

I est l’intensitö de la lumiöre ä la sortie du polariseur et I’ celle ä la sortie de l'analyseur, 
a est l'angle formb entre la direction du polariseur et le plus grand indice de l'ellipse des 
indices, definie comme la section de l'ellipsoide des indices selon les axes princi¬ 
paux correspondant aux indices n’ G et n' P et passant par le plan de la preparation 
(n' designe les indices principaux correspondant ä la lumiöre r6fl6chie), 

8 est le retard de la composante de la Vibration sur le polariseur par rapport ä celle de 
l'analyseur. La valeur de ce retard depend du corps anisotrope, 

7 est la longueur d'onde. 

L’intensite de birefringence observee en un point d'un echantillon anisotrope est donc 
fonction du seul parametre a. Cette intensite varie continüment. Elle passe par quatre 
maxima d'intensite observes correspondant ä quatre angles de rotation de la platine du 
microscope alternant avec quatre minima oü l'extinction est totale. L'emploi d'une lame 
auxiliaire comme une lame teinte sensible inseree entre l'analyseur et les oculaires, 
permet de lever l'indbtermination (en fonction du changement de la teinte de Polari¬ 
sation) entre l'orientation de n ' 0 et de n’ P au maximum de birefringence de l'echantillon. 



Lorsque les Solutions de collagene sont moins concentrees, autour de 40 mg/ml, 
l’ordre obtenu est alors moins regulier. Il s’agit d’un arrangement qualifie de 
precholesterique ; dans ce cas les molecules sont localement alignees et ondulent 
dans une meme direction. En lumiere polarisee, si cette direction est dans le plan de 
la preparation, on observe des extinctions de bandes fines ou larges selon la 
rotation des polaroides. Ces proprietes de birefringence et les geometries associees 
sont celles observees dans un certain nombre de tissus conjonctifs comme les 
ligaments ou les tendons. 




VI - Matrices extracellulaires - Analogues biologiques de cristaux liquides 


171 


La microscopie electronique ä transmission 

Dans un microscope electronique ä transmission (MET) le grandissement. pouvant 
atteindre 500 fois celui d'un microscope optique. permet de distinguer la structure fine 
des cellules et des tissus avec une resolution inferieure ä 1 nm. La lumiere incidente 
est un faisceau d'electrons, emis par un filament chauffe au sommet d'une colonne 
d'environ 2 metres, place sous un vide pousse. Les electrons, acceleres sous une 
tension moyenne de 100 000 volts, forment un faisceau convergent gräce ä plusieurs 
bobines magnetiques. L'echantillon est introduit. dans la colonne. par l'intermediaire 
d'un sas. L'image, formee sur un ecran fluorescent ou sur une plaque photographique. 
resulte du contraste entre les domaines oü les electrons traversent l'echantillon et ceux 
oü ils sont absorbes au niveau de regions plus denses. 

La fixation des tissus. la confection de coupes ultrafines et leur contraste sont un 
prealable ä l'observation en microscopie electronique ä transmission des öchantillons 
biologiques qui sont au depart vivants et hydrates. Les fixateurs ont pour but de 
conserver la structure generale des tissus, le glutaraldehyde etablit des pontages 
covalents entre proteines et le tätroxyde d'osmium forme des complexes avec les 
doubles liaisons presentes essentiellement au niveau des bicouches lipidiques. 

Le faible pouvoir de penetration des electrons impose une epaisseur de 50 ä 100 nm de 
l'objet ä observer: de telles coupes fines sont obtenues aprds la deshydratation puis 
l'inclusion de l'echantillon dans une resine epoxy de type Araldite: les coupes, ä partir 
des blocs plastiques, sont realisees avec un microtome. ä l'aide d'un couteau de verre 
ou de diamant ; eiles sont ensuite recueillies sur des grilles metalliques de 3 mm de 
diametre qui sont introduites dans le porte-objet du microscope. 

Le contraste observe au microscope electronique depend du nombre atomique des 
elements presents dans la coupe. plus ce nombre est elev6 et plus le contraste est fort. 
Comme les tissus vivants sont principalement composbs d'&lements de faible nombre 
atomique (carbone, oxygene, azote. hydrogene) des sels de metaux lourds sont utilises 
pour impregner selectivement les constituants cellulaires. La fixation ä l'osmium revele 
les lipides au niveau des membranes cellulaires. Par ailleurs l'immersion des coupes. 
dans des Solutions d'acetate d uranyle ou de Citrate de plomb, contraste certains corn- 
posants des cellules ou de leur matrice environnante permettant de les identifier. On 
peut egalement reveler sur coupes des activites enzymatiques ou des macromolecules 
specifiques d'un anticorps en induisant la precipitation locale d'un marqueur dense aux 
electrons. Des macromolecules isolees peuvent aussi etre visualisdes en MET apres 
realisation de repliques par ombrage metallique de la surface de l'echantillon. 


5 . CONCLUSION ET PERSPECTIVES 


Les structures biologiques, en particulier dans les tissus squelettiques, constituent 
des modeles inspirant chercheurs et industriels dans la recherche de nouveaux 
materiaux. Cette demarche qui a debute aux Etats-Unis depuis une vingtaine 
d’annees s’appelle le biomimetisme. 

En parallele, les materiaux de Substitution utilises pour le remplacement de tissus 
endommages doivent posseder des caracteres biocompatibles et hemostatiques que 
l’on trouve en utilisant comme polymeres de base la chitine ou le collagene (voir 
encadre Les substituts tissulaires). Dans ce contexte, des films, des eponges et des 
gels ont ete proposes comme biomateriaux. La possibilite supplementaire de mimer 
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in vitro les geometries rencontrees au niveau des reseaux extracellulaires presente 
l’avantage de se rapprocher des proprietes mecaniques des reseaux tissulaires. Ces 
dernieres annees, la production de gels de collagene Orientes a ete realisee par 
Polymerisation thermique sous ecoulement laminaire, extrusion ä travers des 
tubules de polyethylene, ou alignement sous champ magnetique. Le passage par 
des assemblages de type cristallins liquides offre de nouvelles possibilites pour 
produire des geometries plus complexes sous forme de contreplaques, tres proches 
des systemes rencontres au niveau des MEC. 


Les substituts tissulaires 

Pour palier les dSficiences du corps humain le d6veloppement de materiaux de Substi¬ 
tution, de nature synthetique (metaux. c6ramiques, polymeres) ou naturelle (chitosane. 
GAG, collagöne), est en plein essor. Les propri6t6s physico-chimiques de ces biomate- 
riaux sont döterminantes pour leur devenir dans l’organisme : rejet ou dbgradation, 
adhesion et colonisation cellulaire, propri6tes mecaniques. Les substituts ä base de 
collagene sont int£ressants par le faible pouvoir immunogbne de cette prot6ine, associe 
ä son röle dans le comportement cellulaire et ä la possibilite de reproduire in vitro les 
hibrarchies structurales du vivant. Aprös extraction et purification du collagene ä partir 
de tissus conjonctifs (derme, tendon. os). le monomöre acidosoluble aboutit, selon le 
protocole de prbparation choisi, ä diffbrents types de matrices tridimensionnelles qui, 
associbes aux cellules du tissu conjonctif, offrent des applications en ingenierie 
tissulaire. Dans les trois exemples citbs ici les constituants mis en prbsence sont du 
collagene de type I et des fibroblastes. 

s Les eponges de collagene. obtenues par lyophillisation de Solutions acido-solubles 
de cette prot6ine, sont des systemes tridimensionnels poreux. La taille des pores, 
de 15 ä 110 pm de diambtre. varie selon les critbres de congblation prbcedant la 
lyophillisation. La structure en 6ponge permet aux fibroblastes ensemencbs de 
prolif^rer en colonisant entiörement le Substrat puis de s£cr6ter du collagene 
fibrillaire. Les applications. en th6rapie cellulaire ou g6nique. de ces systemes sont 
libes ä leurs propri6t6s de Support biocompatible et biod6gradable [Chevallay & 
Herbage, 2000). 

s Les gels de collagene Hydrates sont obtenus par pröcipitation des monomeres de 
collagene en fibrilles au sein d'une solution acido-soluble. Lorsque des fibroblastes 
sont associ6s ä la solution de d6part et ä du milieu de culture, le gel fibrillaire 
faiblement concentrö (moins d'l mg/ml) et de structure aleatoire, emprisonne les 
cellules. Une contraction importante du gel s'observe alors dans les jours qui suivent 
et aboutit ä ce que l'on appelle un derme equivalent. Ce tissu reconstitue devient 
une peau equivalente lorsqu'il est secondairement ensemenc6 par des cellules de 
l'epiderme, les köratinocytes, qui proliförent et recouvrent la sructure. Les essais de 
greffes röalises chez de grands brüles ont montrö les qualit^s biologiques et 
mecaniques de ces substituts [Couiowb et al.. 1998]. 

S Les matrices de collagene ordonnees miment les hierarchies structurales des tissus 
conjonctifs riches en collagöne. La pr6sence de fibrilles striees et leur agencement 
en rbseaux ordonnes ä grande distance sont reproduits in vitro ä partir des Solutions 
acidosolubles. Le collagene est soniqud et evaporö jusqu'ä l'obtention de phases 
visqueuses cristallines liquides atteignant un ordre pr6cholest6rique puis choles- 
terique. Dans ces phases ordonnees, secondairement stabilisees ä pH neutre. 
I'ordre suprafibrillaire est, en fonction de la concentration, proche de l'architecture 
du derme, du tendon ou de l'os compact. Des fibroblastes ensemencös ä la surface 
des öchantillons colonisent le rbseau de collagene [Besseau et al.. 2001], 
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II est ä present necessaire, dans un contexte interdisciplinaire, d’etudier le compor- 
tement de cellules du tissu conjonctif dans des matrices ordonnees de biopoly¬ 
meres, de caracteriser les proprietes mecaniques des reseaux fibrillaires, d’associer 
au reseau organique la presence d’un reseau mineral, d’obtenir un ordre ä grande 
distance ä des echelles superieures au micrometre. Des perspectives d’applications 
dans le domaine des materiaux hybrides ou des biomateriaux decouleront de ces 
travaux. 
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Chapitre VII 


ClNETIQUE ENZYMATIQUE ET CONTRÖLE DES FLUX 


Jean-Pierre Mazat 


Toute la biologie repose en definitive sur des echanges de matiere et d’energie et 
des transformations chimiques realisees dans chaque cellule et entre les cellules. 
Nous nous interesserons ici aux reactions chimiques, catalysees par des enzymes 
qui ont lieu ä Finterieur de chaque cellule et constituent le metabolisme cellulaire. 
Dans la premiere partie nous etudierons les lois les plus simples des reactions enzy- 
matiques. Dans la deuxieme partie nous verrons quelques proprietes que presente 
l’integration des reactions enzymatiques d’une cellule pour constituer des reseaux 
metaboliques. 


/. LA ClNETIQUE ENZYMATIQUE 

1.1. INTRODUCTION : POURQUOl DES ENZYMES ? ' 

1.1.1. Les enzymes accelerent les reactions du metabolisme 

La plupart des reactions du metabolisme sont soit impossibles, soit tres lentes. 
Cette observation posa un serieux probleme aux biologistes de la fin du siede 
dernier ainsi qu’ä ceux du debut de ce siede. On fit de nouveau appel ä la vieille 
idee de « force vitale » qui aurait pu mysterieusement diriger l'activite chimique 
des cellules. Mais la veritable reponse au probleme de la vitesse des reactions 
chimiques dans la cellule reside dans l'existence de catalyseurs biologiques, les 
enzymes. Les enzymes augmentent les vitesses de reaction en diminuant l'energie 
d'activation de ces reactions, c'est-ä-dire l'energie libre de formation d'un ou de 
plusieurs intermediaires instables de la reaction, intermediaires dont la probabilite 
d’existence est faible. Les enzymes agissent comme des catalyseurs, la fixation des 
substrats ä leur surface permettant de stabiliser les etats de transition (figure 1). 


1. Pour des notions de base, on pourra consulter J.H. Weil - Biochimie generale, 9 e edition. 
Biochimie, Dunod (2001). 
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energies etat de transition 



1.12. Les enzymes permettent un couplage entre des reactions 
dont l'une est thermodynamiquement defavorable 

Pour une serie de reactions les energies libres Standard s'ajoutent algebriquement: 

A «-» B AG i =-2kJ/mol 

B <-» C AG 2 = + lkJ/mol 

A <- > C AG = -1 kJ / mol 

La reaction A- > C est thermodynamiquement possible (une reaction peut avoir 

lieu spontanement de la gauche vers la droite si son AG est negatif). Les enzymes 
la rendent reellement possible en realisant pratiquement le couplage des deux 
reactions ä leur surface, c'est-ä-dire en recuperant l'energie foumie par la premiere 
reaction pour effectuer la seconde reaction (figure 2). 



Figure 2 - Le « couplage » permet au petit poids de monter. 











VII - ClNETIQUE ENZYMATIQUE ET CONTRÖLE DES FLUX 


177 


1.1.3. Les enzymes sont specifiques 
Specificite de fixation 

II y a specificite de fixation des Substrats et produits, plus generalement de toutes 
les molecules pouvant se fixer sur l'enzyme (on les designera globalement par le 
terme de ligand) 2 . Pour avoir une idee de cette specificite, imaginons un cristal 
d'acide citrique et supposons qu'ä la surface du cristal, on enleve une molecule 
d'acide citrique. II restera un trou correspondant exactement ä une molecule d'acide 
citrique (figure 3). On vient ainsi de fabriquer l’analogue d’un site de fixation de 
l'acide citrique ä la surface d'une enzyme ; peu d'autres molecules de structure 
differente pourront venir se loger ä cet emplacement. Cet exemple donne une 
image assez exacte de ce qu'est la stereospecificite d'une enzyme vis-ä-vis d'un 
substrat (modele de la clef et de la serrure). 

L'inconvenient de ces analogies est de donner une image statique des interactions 
enzyme-ligands. Ces interactions sont regies par la loi d'action de masse, la 
constante d’equilibre etant designee dans ce cas par le terme de constante de 
fixation, ou constante de dissociation selon le cas. D'autre part, les enzymes sont 
elles-memes des structures flexibles pouvant changer de conformation. 

CH 2 COCT 


ho^I^coct 

CH 2 COO" 

t 



La constante de fixation d'un ligand sur une enzyme pourra donc etre variable et un 
meme site enzymatique pourra fixer des molecules differentes : on aura alors une 
fixation competitive. Par exemple, une meme enzyme pourra assurer une meme 
reaction (transamination dans notre exemple) avec differents Substrats : l’aspar- 
tate, la tyrosine et la phenylalanine selon les Schemas : 


2. On notera la difference de taille (en general) entre un enzyme (poids moleculaire de 10 000 ä plus 
de 100 000) et de ses Substrats (poids moleculaire de 100 ä 1000 le plus souvcnt). 
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aspartate + oxaloacetate < -> glutamate + a-cetoglutarate 

tyrosine + oxaloacetate <-> glutamate + p-hydroxyphenylpyruvate 

phenylalanine + oxaloacetate < -> glutamate + phenylpyruvate 

Dans la cellule, il peut y avoir competition entre differents Substrats, ce qui peut 
donner lieu ä une forme de regulation 3 . 

Speciftcite de reaction 

C'est la disposition particuliere des differents groupes de l'enzyme au niveau du 
site actif qui assure la catalyse enzymatique, soit parce qu'ils participent directe- 
ment ä la reaction chimique, soit parce qu'ils contribuent ä abaisser l'energie d'acti- 
vation de la reaction. Pour un metabolite, l'aspartate dans l'exemple ci-dessous, qui 
peut participer ä plusieurs reactions du metabolisme, il faudra ä chaque fois une 
enzyme differente pour effectuer les differentes reactions (figure 4). 


carbamyl-aspartate 



Figure 4 - Reactions differentes ä partir du meme substrat, l'aspartate 

Chaque reaction est catalysee par une enzyme specifique indique en italique. 


La encore, cette notion de specificite de reaction n'est pas completement stricte : il 
peut arriver qu'une enzyme catalyse des reactions differentes, soit parce qu'il 
comporte differents sites catalytiques (aspartokinase-homoserine deshydrogenase 
chez £. co/i 4 ) soit parce qu'au niveau du meme site catalytique, differentes 


3. Un substrat en plus de son role de substrat agira comme un inhibiteur competitif des autres 
Substrats pour le meme enzyme. Le role substrat de chacun de ces metabolites dependra donc non 
seulement de sa concentration mais des concentrations des autres metabolites Substrats. 

4. J.C. PATTE, P. Truffa-Bachi & G.N. COHEN - Biochim. Biophys. Acta 128. 426-439 (1966). 
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reactions peuvent se produire en fonction du substrat fixe ou plus simplement des 
conditions thermodynamiques de la reaction (reaction dans un sens ou dans le sens 
oppose : hydrolyse ou synthese selon la presence d'H 2 0 par exemple 5 ). 

1.1.4. Les enzymes sont regulees 

Les enzymes sont necessaires pour assurer le fonctionnement de la chimie cellu- 
laire ; la complexite du metabolisme montre cependant qu'il ne faut pas que 
l’ensemble des voies metaboliques fonctionne de maniere anarchique : l'activite des 
enzymes doit etre regulee. 

II y a trois manieres d’assurer cette regulation 6 : la cellule peut d'une part reguler la 
synthese d’une enzyme au niveau du gene qui la code. L'activite des enzymes peut 
aussi etre regulee directement par la fixation de molecules regulatrices ä leur 
surface, au niveau du site actif par exemple, ou ä d'autres sites en induisant un 
changement de conformation de la molecule enzymatique. Enfin l’activite d’une 
enzyme (et souvent son degre d’oligomerisation) peut etre modulee par des 
transformations covalentes (phosphorylation par exemple). 


12. L’equation de Michaelis-Henri 
12.1. Historique 7 

Des le debut, c’est-ä-dire vers 1890 (figure 5), l’etude quantitative des reactions 
catalysees par des enzymes s’est faite en postulant que les systemes vivants obeis- 
saient aux lois de la physico-chimie : on eliminait ainsi tout recours au concept de 
« force vitale ». II est apparu tres rapidement que les reactions catalysees par des 
enzymes ne suivaient pas des cinetiques chimiques simples d'ordre 1 ou 0 comme 
on aurait pu le penser, mais quelque chose d'intermediaire entre l'ordre 0 et 1, 
variable au cours de la reaction. On a alors assiste ä une attitude classique dans 
l'histoire des Sciences quand on s’ecarte du consensus admis, consistant ä « plier » 
les faits observes pour les faire rentrer dans le cadre de la Science normale en 
ajoutant des termes ad hoc dans la cinetique. Cette attitude a prevalu de 1890 ä 
1902. C'est Victor Henri en 1902, qui le premier a fait remarquer... une evidence : 


5. Le sens d’une reaction depend evidemment de la concentration des differents Substrats et produits 
de la reaction : le sens d’une reaction d’oxydo-reduction depend du rapport du deuxieme couple 
oxyde-reduit, souvent dans la cellule NAD/NADH dont le rapport est tres different (facteur 100) 
dans la mitochondrie et le cytosol. La raeme reaction pourra donc avoir lieu dans un sens dans le 
cytosol et en sens inverse dans les mitochondries de la meme cellule. 

Autre exemple : on peut par exemple faire de la synthese peptidique en milieu anhydre (la 
synthese peptidique produit une molecule d’eau). En milieu aqueux, c’est l’hydrolyse qui est 
favorisee. 

6. J.H. Weil - Biochimie generale, 9 e edition. Biochimie, Dunod (2001). 

L. Stryer - La Biochimie, Medecine/Sciences, Flammarion (1992). 

7. Voir par exemple, pour un historique, J.L. SEGAL - The developement of enzyme Kinetics. In : 
The Enzymes, Vol. 1. Boyer-Lardy- MyrbäCH Eds, Academic Press, New York, 1-48 (1959). 



180 


Jean-Pierre Mazat 


les enzymes etant des catalyseurs, les reactions qu'ils catalysent vont suivre les lois 
de la catalyse chimique !! II sera le premier ä donner une formulation correcte de la 
cinetique enzymatique. 

Generalisation de Henri - Michaelis Nouveaux modeles 




t 

Henri (1902-1903) 

i 

1890 ? 

Figure 5 - Historique de la cinetique enzymatique 

1.2.2. L'equation de Michaelis-Menten-Henri 
Le concept d'enzyme-substrat 

Par analogie avec la catalyse chimique, V. HENRI proposa le Schema : 

E + S ———» ES ———> E + P (1) 

La vitesse de formation du produit fP] sera donc proportionnelle ä la quantite du 
complexe enzyme-substrat [ES] et non ä la quantite de substrat [S] restante 
(comme en cinetique chimique): 

v = d[P] / dt = k 2 . [ES] 

v est exprime theoriquement en M .s" 1 . Pratiquement on utilise les mM . s -1 , 
p.M . s _I ou nM . s 1 . II reste maintenant ä calculer [ES], 

L'equilibre 

Pour calculer [ES], V. HENRI fait tout simplement l'hypothese que la premiere 
reaction 

E + S———>ES 
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est ä l'equilibre c’est-ä-dire qu’elle obeit ä la loi d'action de masse ; on a alors : 

_ [E][S] _ ([E]q-[ES])[S] 

S [ES] [ES] 

oü [E] 0 est la concentration totale en enzyme : [E] 0 = [E] + [ES]. 

[E]o[S] 


On en deduit: 


et donc : 


[ ES] = 


v = ■ 


K s +[S] 
k 2 [E] 0 [S] 
K s +[S] 


( 2 ) 


Approximation 

En fait dans les conditions habituelles de mesure in vitro, oü [E] 0 « [S] (E est un 
catalyseur), la Variation de [S] est faible au moins pendant les premiers temps de la 
reaction. On peut donc ecrire : 

k 2 [E] 0 [ S ] o V M [S] 0 

v = vn=-=- (3) 

K s +[S] 0 K s +[S]o 

avec V M = k 2 [E] 0 . 

Ainsi, pendant un certain temps, la vitesse demeure constante et egale ä v 0 . Cela 
veut dire que dans cet intervalle de temps, l'apparition du produit doit etre lineaire. 
La variable v 0 est appelee la vitesse initiale (figure 6). 



L'etat stationnaire 

En 1925, BRIGGS et HALDANE [BRIGGS & HALDANE, 1925] remarquent qu'il n'est 
pas sür que le complexe ES soit en equilibre avec E et S et meme qu'il risque fort 
de ne pas en etre ainsi, si k 2 est grand. Ils montrent cependant 8 qu'apres un temps 


8. Ils montrent qu’apres les premiers instants de la reaction oü [ES] croit. [ES] va decroitre d’une 
valeur qui n’excede pas [E] 0 jusqu’ä 0, pendant que P va croitre jusqu’ä [S] 0 lorsque tout le 
Substrat sera transforme en produit. Donc en moyenne d[ES]/dt < [E] 0 /[S] 0 . d[P]/dt . La Variation 
de [ES] est donc tres inferieure ä la vitesse d’apparition de P que l’on observe car [E] 0 « [S] 0 
(l’enzyme est un catalyseur present en faible quantite). 
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court (vis-ä-vis du temps pendant lequel on fait la mesure) on atteint un etat quasi- 
stationnaire pendant lequel la formation de ES egale pratiquement sa disparition de 
teile Sorte que la concentration de ES reste pratiquement constante. On a donc 
alors : d[ES]/dt = 0 (on parle d'etat quasi-stationnaire, figure 7). 



o o,i 0,2 0,3 0,4 0,5 Temps 

Figure 7 - L’etat quasi-stationnaire (simulations) 

La figure b represente les premiers instants de la figure a montrant le delai dans l’apparition 
du produit P, suivi d'une cinetique lineaire de production de P sur cet Intervalle de temps qui 
correspond ä une tres faible Variation de [ES], 

Dans l’equation 1, il faut faire maintenant intervenir les constantes cinetiques de la 
premiere reaction : 

k| 

E + S * ES— —— >E + P 

< k_i 

On peut ecrire : d[ES]/dt = k,[E][S] - (k , + k 2 )[ES] = 0 (hypothese de l'etat quasi- 
stationnaire). 

On a toujours [E] = [E] 0 - [ES] (conservation de l'enzyme). En eliminant [E] entre 
ces deux equations, on obtient: 

[ES] ( (k_, + k 2 ) + k,[S] ) = kj[E] 0 [S] 
ki [E] 0 [S] [E] 0 [S] 

(k_j +k 2 ) + ki [S] k_!+k 2 _ rci 

k, +LM 


et donc : 
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En consequence, la vitesse v est determinee par : 

k 2 [E] 0 [S] = V M [S] 
k i + k 2 | j-g] K m +[S] 
ki 


avec V M = k 2 [E] 0 et K m = - k 1+k: 

ki 


(4) 


Pour les memes raisons que precedemment, on peut faire l'hypothese: [S] = [S] 0 et 
ecrire : 


Vm[S]q 

K m +[S] 0 


(5) 


L'equation (5) bien que due ä BRIGGS et HALDANE est en general appelee equation 
de MlCHAELIS-MENTEN. 


Remarques 

1. L'equation de HENRI apparait donc comme le cas particulier oü k , » k 2 , de 
teile sorte que K m est la constante de dissociation du complexe K s . 

2. Le parametre K m =——-—, appele constante de MICHAELIS, est une 

k, 

caracteristique (cinetique) de la reaction et non plus une mesure de l'ajfinite du 

k-i 


Substrat pour Venzyme (comme l'etait K $ = 


-)■ 


3. C'est une coincidence malheureuse que les deux hypotheses (equilibre et etat 
stationnaire) conduisent ä la me me forme d’equation ; cela permet evidemment 
toutes les confusions. 11 n 'en sera pas de mime pour des sySternes un peu plus 
complexes (reactions ä deux Substrats). 

4. L’equation de MICHAELIS-HENRI apparait toujours comme cas particulier dans 
les equations traduisant des mecanismes cinetiques plus complexes avec ou 
sans regulation. Elle traduit en effet la reaction apres fixation sur une forme 
unique de l’enzyme et apparaitra toujours lorsque l’on se trouvera, comme cas 
limite, en presence d’une seule forme d’enzyme. 


Proprietes d'une cinetique michaelienne 

1. La representation de l'equation de MICHAELIS-HENRI (eq. 5) est une hyperbole 
equilatere (figure 8) d'asymptote horizontale v = V M = k 2 [E] 0 qui correspond au 
cas oü la totalite de l'enzyme est sous la forme enzyme-substrat: [E] 0 = [ES]. 

On verifie que pour [S] 0 = K m , on obtient v = V M /2. 

2. L'equation (5) et l’expression de V M montrent que la vitesse est lineaire en 
fonction de la concentration en enzyme. C'est une propriete importante ä 
verifier experimentalement de meme que la linearite de l'apparition de produit 
en fonction du temps. 
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L'equation de Michaelis-Henri integree 

On peut ne pas faire l'approximation [S] = [S] 0 et donc ecrire : 

d[P] d[S] V M [S] 


v = - 


dt 


dt K m +[S] 


( 6 ) 


Cette fois, S est variable et l'equation (6) est une equation differentielle ä variables 
separables que l'on peut mettre sous la forme : 


K m +[S] 


m ' L “ J -d[S] = -dt ou •; m "'^ l +^ = -dt 


K m d[S] , d[S] 


V M [S] 


v M [S] V, 


M 


soit, en integrant: 


K, 


v. 


-ln 


M 




[S] 
[S ] 0 
T 

ordre 1 


+ T7-([S]-[S] 0 ) = -(t-t 0 ) 

V M 

t 

ordre 0 


(7) 


ln() designe le logarithme neperien. 

L'equation (7) montre clairement qu'une cinetique enzymatique est la composition 
d'une cinetique d'ordre zero fdont la vitesse est independante de la concentration en 
substrat d[S]/dt = - k et qui s’integre en ([S] - [S] 0 ) = - k(t - to)] et d'une cinetique 
d'ordre 1 [dont la vitesse est lineairement proportionnelle ä la concentration en 
substrat d[S]/dt = - k’[S] qui s’integre en ln ([S]/[S] 0 ) = - k’(t -1^)]. C'est ce qui 
avait ete trouve experimentalement par les premiers experimentateurs et avait 
rendu difficile l'etablissement d'une loi generale pour la cinetique enzymatique par 
comparaison avec les lois de la cinetique chimique. 

Les representations d'une cinetique enzymatique michaelienne 

II est maintenant facile de determiner (identifier) les parametres K m et V M ä partir 
de donnees experimentales 9 . 

La figure 8 donne un exemple d’identification des parametres V M et K m pour une 
Serie de points generes ä partir des points calcules avec K m = 1 et V M = 10 en 
ajoutant et retranchant alternativement 0,2 aux valeurs calculees (voir aussi le 
tableau I en annexe). 

Cependant, ä une epoque oü il n'existait pas de calculateurs, on a cherche ä 
lineariser les equations (3) et (5) afin de determiner simplement les parametres K m 
et V M . Ces representations etant encore utilisees, nous les rappelons en annexe. 


9. De nombreux programmes proposent une teile Identification de parametre, ä commencer par 
l’outil solveur (solver en anglais) d’Excel© ; Kaleidagraph© est aussi largement utilise pour cela. 
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Figure 8 - Cinetique michaelienne 

Points experimentaux et hyperbole tracee avec K m = 1,07 et V M = 9,85 


2. LE CONTRÖLE DES FLUX METABOLIQUES 


La question est maintenant de savoir comment les enzymes fonctionnent dans 
la cellule, c’est-ä-dire lorsqu’ils font partie d’un reseau metabolique. Pour une 
premiere approche de ce probleme on se limitera au cas d'une chaine metabolique 
lineaire avec des metabolites intermediaires uniques. 

2.1. Les coefficients de contröle des flux 

2.1.1. Introduction et historique 

Apres avoir etudie independamment pendant de nombreuses annees d’une part les 
proprietes cinetiques des enzymes et d’autre part les cartes du metabolisme 10 , le 
rapprochement, sur un plan experimental et theorique, de ces deux corpus de 
connaissances a ete fait afin de repondre ä la question : quel est le fonctionnement 
dynamique des reseaux metaboliques (flux, concentrations des metabolites inter¬ 
mediaires) comportant plusieurs reactions successives et eventuellement avec une 
architecture complexe (branches, cycles, Substrats communs...). 

Un des pionniers dans ce domaine fut J. HlGGINS, qui des 1965 proposa la notion 
de coefficient de reflexion, ancetre des coefficients de contröle ; ce travail se faisait 
en meme temps que le developpement balbutiant des premiers ordinateurs 
(analogiques) permettant de faire des simulations de chaines metaboliques dejä 
complexes [HlGGINS, 1963 et 1965], Puis se furent les deux articles fondateurs, 
l’un par KACSER et Burns (1973) ä Edinbourg, l’autre par Heinrich et Rapoport 


10. Les cartes du metabolisme decrivent Pensemble des reactions enzymatiques qui ont lieu dans la 
cellule entre les differents metabolites. La reference dans ce domaine est la carte editee par la 
societe Boeringher sur le modele des plans de villes quadrilles avec un petit livre associe pour 
localiser un enzyme donne (comme une rue). 
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(1974) ä Berlin. Precisons que les approches des deux groupes sont completement 
differentes. Kacser etait un geneticien etudiant des mutants auxotrophes pour la 
chaine de biosynthese de l’arginine c’est-ä-dire des mutants incapables de 
synthetiser l’arginine, la plupart ä cause de mutations nulles (enzyme inactive) dans 
les enzymes de la chaine. Comme tout bon geneticien, il a recherche des 
revertants de ses mutations nulles, c’est-ä-dire des bacteries « mutantes du mutant 
nul » et capable de pousser de nouveau sans arginine et fut amene ä mettre en 
evidence des revertants dont la nouvelle mutation conferait une activite tres faible 
(quelques pour cent) ä 1’enzyme precedemment inactive. 

Cela conduisit plus tard Kacser et BURNS ä proposer une explication d’un Pro¬ 
bleme pose depuis longtemps dans le cadre de la theorie de l’evolution [KACSER et 
BURNS, 1981]. Chez les eucaryotes comportant 2n chromosomes et donc deux 
exemplaires de chaque gene, l’inactivation d’un seul des genes (heterozygote) n’est 
en general pas genante (voir chapitre II). Or, pour les genes codant pour une 
enzyme intervenant dans une chaine de biosynthese, cela se traduit plus ou moins 
par une diminution de moitie de l’activite correspondante. Une autre maniere de 
dire cela est de remarquer que, dans ces conditions, F activite correspondant ä la 
presence des deux genes normaux est au moins le double de ce qui est necessaire. 
Pourquoi dans ces conditions l’evolution n’a-t-elle pas selectionne des cellules 
exprimant deux fois moins l’enzyme en question ? ä quoi cela sert-il de produire 
deux fois plus d’enzyme qu’il n’est necessaire? KACSER et BURNS (1981) 
montreront que l’on ne peut pas echapper ä cette Situation et qu’elle est, pour la 
plupart des enzymes, une consequence ineluctable de la theorie du contröle du 
metabolisme. 

L’approche de HEINRICH et RAPOPORT est plus theorique et propose des defi- 
nitions analogues aboutissant aux memes relations, dont la relation de sommation 
(§ 2.1.5). David FELL (1996) fut par la suite le premier ä appliquer l'algebre line- 
aire pour le calcul explicite ou symbolique des coefficients de contröle ä partir des 
elasticites, definies comme les derivees premieres des fonctions de vitesse par 
rapport aux metabolites du reseau (voir le livre de D. FELL et § 2.2). Par la suite, 
C. Reder (1988) donnera une theorie generale du contröle du metabolisme, appli¬ 
cable ä tout reseau metabolique quelle que soit sa complexite en introduisant une 
representation d’un reseau metabolique sous la forme d'une matrice (matrice de 
stoechiometrie). Elle montrera que les coefficients de contröle sont des parametres 
intrinseques au reseau et peuvent etre calcules ä partir des elasticites des cinetiques 
enzymatiques. Elle demontrera egalement la validite des theoremes de sommation 
pour un reseau metabolique quelconque. 

Malgre des restrictions dans son application (pas de canalisation 11 , pas de 
compartimentation 12 , voisinage (lineaire) d’un etat stationnaire...) la theorie du 


11. La canalisation (channeling en anglais), indique des suites de reactions dans lesquelles l’organi- 
sation des enzymes impliquees est teile (association en une architecture adequate) que le produit 
d’une reaction est directement repris comme substrat par l’enzyme catalysant la reaction suivante 
sans diffuser librement dans le cytosol. 
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contröle du metabolisme foumit un cadre dans lequel on peut comprendre, simuler 
et predire des aspects quantitatifs du metabolisme. Elle a permis de resoudre au 
moins deux problemes de la biologie : la quantification de certains aspects de 
l’evolution du metabolisme (voir plus haut et KACSER & BURNS, 1981) et le 
Probleme du contröle des oxydations phosphorylantes [GROEN et al 1982a], 
Probleme qui se posait depuis de nombreuses annees et dont on donnera dans la 
suite quelques exemples. 

On proposera dans cette partie une definition elementaire des coefficients de 
contröle de flux dans le cas le plus simple d'une chaine metabolique lineaire. Cette 
definition se fera par rapport ä la question : 

Quelle est, dans une chaine metabolique lineaire, l'influence d'une etape sur la 
valeur du flux global ä l'etat stationnaire ? La reponse ä cette question conduit ä 
la definition des coefficients de contröle d'un flux. Un peu de theorie, lä aussi 
elementaire et dans un cas particulier, nous amenera ä la relation fondamentale, la 
relation de sommation, dont nous preciserons les consequences. 

2.12. Etat stationnaire 

La chaine lineaire que nous allons considerer est representee dans la figure 9. 

-F 


Vi 

• - 


Xi 


v 2 



Xi 


Vi + l 


Figure 9 - Chaine metabolique lineaire 


X n 


v n +1 




X, ... X n _( sont les metabolites, x l ... x n _ ]7 sont leurs concentrations et v, ... v n 
sont les vitesses des etapes 1 ... n. Les gros points symbolisent les entrees et les 
sorties du Systeme qui sont supposees constantes. 


L'evolution de cette chaine metabolique est simplement decrite par les n - 1 equa- 
tions : 


dx i 
~dt 


= V | — V 2 


dx 2 

■ dt 


V 2 V 3 


( 8 ) 


dx n -l 
dt 


= v n -i -v 


n 


12. Certaines reactions du metabolisme sont situees dans des compartiments fermes. Par exemple 
toutes les reactions du cycle de Krebs sont localisees dans les mitochondries et donc ne peuvent 
pas etre en contact avec le reste du metabolisme cytosolique. Les metabolites qui interviennent 
dans des reactions situes dans le cytosol et dans les mitochondries peuvent etre consideres comme 
des especes differentes. 
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A l’etat stationnaire : 

= = ^LüzL = o (9) 

dt dt dt 

et donc : v, = v 2 = ... = v n _, = F. 

L'ensemble des equations (9) permettent de definir les concentrations des meta- 
bolites dans les etats stationnaires, s'ils existent. On appellera : x 0 ,, x° 2 , x° n les 
concentrations pour Tun de ces etats stationnaires suppose stable (i.e. observable). 

2.1 3 . Definitions 

Pour repondre ä la question : Quelle est, dans une chatne lineaire, l'influence de 
l'etape i sur la valeur du flux global ä l'etat stationnaire ?, il suffit, au moins par 
l'esprit, sinon reellement, de faire subir ä l'etape i une petite Variation 6v ; de sa 
vitesse v, et de mesurer la Variation 8F du flux F ä l'etat stationnaire. 

Definition 1 

On pourra definir le coefficient de contröle C’, de l'etape i sur le flux F par : 

C' i = jß- (10) 

öv, 

C'est une definition tout ä fait naturelle. En effet: 

■/ Si l'etape i n'exerce aucun contröle sur le flux, alors 5F = 0 et le coefficient de 
contröle C’j est egal ä zero. 

•/ Si l'etape i exerce un contröle complet sur le flux F, alors 8F = 5v; et le 
coefficient de contröle C\ est egal ä 1. 

Cependant ce n'est pas une definition mathematiquement correcte, ou plutöt, on ne 
pourra pas l'utiliser mathematiquement. Cela vient du fait que la maniere dont on 
faisait varier v, n’est pas definie. 

La vitesse v s est une fonction des concentrations x, ... x n et d'un certain nombre de 
parametres que Ton symbolisera par X.j qui sont des parametres externes 13 (les 
concentrations x, ... x n sont des parametres internes au reseau metabolique) et qui 
permettront de faire varier la vitesse Vj. Dans la suite, on supposera que A, est un 
parametre externe specifique de l'etape i, c’est-ä-dire que les autres vitesses v p avec 
i ^ j ne dependent pas de ?q, autrement dit: v s = v i (x 1 , x 2 ,x n _,, 7^). 

Les concentrations et donc aussi le flux ä l'etat stationnaire deviennent alors des 
fonctions des X,: 

x°] = x 0 ; (k^Xj, ...,X„) 

et donc: F = v s (x 0 !, x° 2 ,x° n _,, X,) = F (X x , X 2 ,X a ). 

13. X.; pourra representer un inhibiteur, un activateur, la concentration en enzyme, la temperature, le 
pH, des regulateurs n’appartenant pas au reseau... 
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Definition 2 


On peut alors donner la definition mathematique suivante des coefficients de 
contröle : 


r , = _0F /ö^i 
1 dX t / d\i 


( 11 ) 


A partir de cette definition, ou de la definition precedente, on voit que le coefficient 
de contröle relie la Variation de la vitesse ä la Variation du flux : 


3F =r , ^ v i 

dXi ' dXj 


( 12 ) 


On montre (voir REDER, 1988) que la definition du coefficient de contröle est 
intrinseque, c’est-ä-dire que sa valeur ne depend pas de la maniere dont on le 
determine. Autrement dit, si Ton emploie deux parametres X, et p, specifiques de 
l’etape i, on obtiendra la meme valeur du coefficient de contröle. 


Remarque - Nous utilisons ici la definition des coefficients de contröle donnee par 
HEINRICH et Rapoport (1974) et par REDER (1988). La definition donnee par 
KACSER et BURNSfait intervenir les logarithmes : 


_ 3lnF / 3lnvj 
1 3lnA.j / 3lnÄ.j 


(13) 


C'est la raison pour laquelle nous notons Cles coefficients de contröle definis 
plus haut pour distinguer les deux definitions. Dans le cas d'une chaine lineaire 
les deux definitions sont äquivalentes, c’est-ä-dire que les 2 coefficients de 
contröle C, et C’, ont la meme valeur. 


2.1.4. Determination des coefficients de contröle 


Methode 

II y a plusieurs manieres de determiner les coefficients de contröle des flux. L'une 
est tres simple. Elle consiste ä appliquer la definition meme qui conduit aux 
definitions (10) ou (11). Pour cela, il faut disposer d'un moyen specifique de 
modifier l'activite d'une etape ä l'interieur d'une chaine metabolique. 

Les inhibiteurs specifiques quand ils existent sont de bons outils. Ils ont ete large¬ 
ment employes pour etudier le contröle des oxydations phosphorylantes mitochon¬ 
driales. Le principe de la methode est represente dans la figure 10. On etudie l'effet 
de l'inhibiteur d'une part sur l'etape isolee prise dans les memes conditions que dans 
le reseau metabolique (en particulier aux memes concentrations de Substrat et de 
produit). La pente ä l'origine (pour 1 = 0) fournit le denominateur de l’equa- 
tion (11) : dvföX^ le parametre L, etant ici la concentration en inhibiteur I. Puis on 
etudie d'autre part l'effet du meme inhibiteur sur l'etape choisie, mais cette fois 
dans le reseau metabolique lui-meme et on mesure son effet sur le flux etudie. La 
pente ä l'origine fournit cette fois le numerateur de l’equation (11) : 3F/3A,;. Le 
rapport des deux pentes ä l'origine fournit donc le coefficient de contröle choisi. 
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Figure 10 - Determination d’un coefficient de contröle par la methode des inhibiteurs 

„ f _ pente(F) = 

1 pente(v) x f 


Comme beaucoup de nos exemples se rapportent ä la determination des coef- 
ficients de contröle des oxydations phosphorylantes mitochondriales, nous en 
donnons un Schema dans la figure 11. Le sens du flux est du NADH ou du succi- 
nate vers l'oxygene selon le substrat respiratoire foumi aux mitochondries 14 . 


Pyruvate ou glutamate 


NADH 


rotenone antimycine 


complexe I 


KCN 


complexe III complexe IV 

coQ -► cyt c -—► 0 2 


complexe II 


succinate 


TMPD + ascorbate 


Figure 11 - ChaTne respiratoire mitochondriale 

Le TMPD (tetramethyl p-phenylenediamine) est un donneur d’electrons pour le cytocbrome c. 
Les inhibiteurs specifiques des differents complexes sont indiques en italique. 


On se reportera au chapitre I, figure 8 pour une presentation plus detaillee de la 
bioenergetique mitochondriale. 


14. Le succinate (HOOC-CLL-CLL-COOH) est un metabolite du cycle de Krebs qui intervient aussi 
comme substrat (reduit) du complexe II de la chaine respiratoire. 
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Exemple 1 

La figure 12 montre comment cette methode a ete appliquee ä la determination du 
coefficient de contröle de la cytochrome oxydase sur le flux de la respiration dans 
les mitochondries de muscle. L'inhibiteur specifique de la cytochrome oxydase est 
dans ce cas le cyanure de potassium (KCN). Les carres pleins montrent l'action du 
KCN sur le flux global de consommation d'oxygene en utilisant une voie qui entre 
par le NADH. La pente ä l'origine coupe Taxe des x vers 80 pM en KCN (ce qui 
correspond ä une pente de 1,25 pM '). 

Maintenant il faut etudier les effets du KCN sur la cytochrome oxydase elle-meme. 
Dans ce cas particulierement favorable, on peut « isoler » artificiellement la cyto- 
chrome c oxydase, du reste de la chame respiratoire elle-meme, par l'antimycine 
(figure 12). Les carres vides montrent l'inhibition de cette activite isolee par les 
memes concentrations de KCN. L'intersecdon de la tangente ä l'origine avec faxe 
des x est obtenue ä 13 pM en KCN (ce qui correspond ä une pente de 7,7 pM“ 1 ). 
Le coefficient de contröle ainsi mesure est donc C = 13/80 = 1,25/7,7 = 0,16. Cela 
signifie pratiquement qu’au voisinage du point stationnaire, la Variation du flux 
sera 0,16 fois celle de la vitesse de la cytochrome c oxydase : AF = 0,16 . Av cox . 



Figure 12 - Contröle de la respiration de mitochondries isolees de muscle de rat 
par la cytochrome oxydase (d'apres Letellier et al„ 1994) 

Courbes d’inhibition du flux respiratoire (■) et de la cytochrome oxydase (□) par le cyanure. 
La determination des pentes ä l’origine se fait par une regression lineaire sur les Premiers 
points. 


Exemple 2 

On n'est pas oblige de mesurer l'effet de l'inhibiteur sur fetape isolee lorsque l'on 
connait le mode d'action de l'inhibiteur. C'est le cas pour l'echangeur des nucleo- 
tides adenyliques (voir chapitre I), une autre enzyme de la membrane interne mito¬ 
chondriale intervenant dans la chaine des oxydations phosphorylantes, (figure 13) : 
cette enzyme echange un ATP contre un ADP au niveau de la membrane interne 
mitochondriale. 
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Un inhibiteur specifique de cette activite est le carboxyatractylate. Son affinite pour 
l'echangeur est teile que la courbe d'inhibition peut etre consideree comme une 
droite reliant le point d'activite maximale F 0 ä concentration nulle de 
carboxyatractylate sur Taxe des ordonnees au point de concentration en 
carboxyatractylate I max donnant juste une inhibition totale de l'activite. 

La pente de cette droite est evidemment: - (F 0 /I max ). Dans ce cas, le coefficient de 
contröle est alors donne par la formule : 

c ,_ 9F / f Pq _ fJF Imax 

31/ V Jmax J 31 Fo 

(3F/3I est negatif de teile Sorte qu’en general C’, est positif)- 

Dans l'exemple de la figure 13 on determine un coefficient de contröle de 0,1. 



Figure 13 - Inhibition de la respiratlon mitochondriale par le carboxyatractylate 

Le carboxyatractylate est un inhibiteur specifique de l’echangeur ATP/ADP avec une tres forte 
affinite pour cette proteine. Le coefficient de contröle de l’echangeur ATP/ADP est determine 
par le rapport des deux pentes (d'apres Letellier et al., 1993). La determination des pentes 
ä l'origine se fait par une regression lineaire sur les Premiers points. 

Exemple 3 

Enfin une maniere tres simple de mesurer un coefficient de contröle est simplement 
d'ajouter des enzymes de facjon incrementale (figure 14). L'augmentation de la 
vitesse de l'etape isolee est alors en general proportionnelle ä la quantite d'enzyme 
ajoutee (il faut le verifier experimentalement). On a donc le ÖV; et on mesure le 5F. 
On en deduit le coefficient de contröle : C”, = rJF/rJVj. 
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C'est ainsi que GROEN et al. (1982a) ont etudie le contröle exerce par l’hexokinase 
sur le flux de consommation d'oxygene par les mitochondries. De meme, TORRES 
et al. (1986) ont employe cette methode pour mesurer les coefficients de contröle 
d'un certain nombre d'enzymes de la glycolyse. 



Figure 14 - Determination d’un coefficient de contröle par increment d’enzyme 

Limitation ä I'usage des inhibiteurs 

■/ L'utilisation des inhibiteurs pour la determination des coefficients de contröle, 
comme nous l'avons fait ci-dessus, suppose qu'ils sont reellement specifiques 
de l'etape etudiee. On peut cependant utiliser un jeu de plusieurs inhibiteurs 
agissant differemment (de maniere independante) sur plusieurs etapes 
simultanement; mais l'analyse est plus compliquee (le lecteur interesse pourra 
se rapporter ä l'analyse d'un tel cas par RlGOULET et al., 1988). 

■/ Si l'inhibiteur doit traverser une membrane, il faut tenir compte de sa repartition 
de part et d'autre, ou tout au moins s'assurer qu'elle est la meme lorsque l'on 
etudie l'effet sur la chaine metabolique dans son ensemble ou sur l'etape isolee. 

/ Avec des inhibiteurs au mode d'action connue (competitif, non competitif...) il 
faut connaitre les constantes d'inhibition et etre sür que ce sont les memes sur 
l'etape isolee et sur l'etape dans le Systeme. 

/ Il est parfois difficile de mesurer les pentes ä l'origine. Dans certains cas 
(figure 13) il n'est pas evident de savoir si l'on a affaire ä une pente faible ou 
bien si l'on part d'une pente nulle qui s'inflechit rapidement. Autrement dit, le 
coefficient de contröle de cette etape est-il 0,1, comme nous l'avons annonce, ou 
bien est-il nul ? Dans ce cas, on pourra utiliser la determination des coefficients 
de contröle ä partir des elasticites (voir plus loin). 
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2.1.5. Relation de sommation 

On peut definir un coefficient de contröle pour chacune des etapes de la chaine 
metabolique lineaire : on montre que Von peut alors ecrire la relation 15 : 

C 1 +C 2 +... + C, = l ou £C\=1 (14) 

i 

Consequences de la relation de sommation 

La relation de sommation a trois consequences importantes : 

1. Le contröle d'un flux peut etre partage entre plusieurs etapes. Ce resultat va 
contre l'idee de l'existence d'une etape limitante unique, etape qui donnerait sa 
vitesse au flux. Plusieurs etapes peuvent concourir ä l'etablissement d'un etat 
stationnaire. Cela a ete bien illustre par GROEN et al. (1982a) pour les oxy- 
dations phosphorylantes mitochondriales. 

2. II y a une autre consequence qui resulte de la relation de sommation lorsque l'on 
a affaire ä une chaine lineaire. Compte tenu de leur definition, les coefficients 
de contröle sont souvent compris entre 0 et 1 (en absence de regulation et pour 
des chaines metaboliques lineaires). Supposons que la chaine comprenne un 
nombre d'etapes süffisantes (disons au moins 5). Si le contröle du flux etait 
egalement reparti, chaque etape aurait un coefficient de contröle de 0,2. Mais en 
general il n'en est pas ainsi et une ou plusieurs etapes ont des coefficients de 
contröle plus eleves. Par suite, comme la somme des coefficients de contröle 
doit etre egale ä 1, les autres ont alors un coefficient de contröle faible. Bien que 
le raisonnement ci-dessus n'ait aucune rigueur mathematique, ce resultat est 
assez couramment observe comme cela a ete montre par KACSER et BURNS 
(1973) : ils soulignent que dans un Systeme comprenant un nombre raisonnable 
d'enzymes, presque toutes les enzymes apparaitront comme « etant en exces ». 
Cela veut dire que, si l'on choisit une teile enzyme, on peut reduire son activite 
(parfois considerablement) sans effets appreciables sur le flux. 

3. Une autre consequence de la relation de sommation est que lorsque l'on change 
d'etat stationnaire on peut aussi changer la distribution des coefficients de 
contröle. Cela a ete egalement mis en evidence par GROEN et al. (1982a) dans 
leur etude du contröle des oxydations phosphorylantes mitochondriales. 

Application 

Un des plus grands succes de la theorie du contröle du metabolisme a ete d'apporter 
une explication simple ä un ensemble de resultats en apparence contradictoires 
concernant les oxydations phosphorylantes mitochondriales [GROEN et al., 1982a 
et Mazat et al., 2001], Depuis longtemps differents auteurs s'affrontaient sur le 
Probleme de savoir quelle etape - supposee unique - contrölait la respiration 


15. Une demonstration de cette egalite est donnee dans Kacser et Burns (1979) et, sous une forme 
plus generale, par C. Reder (1988). 
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mitochondriale et donc la synthese d'ATP. Selon les conditions, l'etape catalysee 
par le transporteur des nucleotides adenyliques ou par la cytochrome c oxydase ou 
encore par l'ATP synthetase apparaissait comme limitante. L'etude quantitative et 
systematique de GROEN et al. (1982a) a permis de montrer, en calculant les 
coefficients de contröle d'un certain nombre d'etapes impliquees dans les oxyda- 
tions phosphorylantes, que le contröle etait partage par plusieurs de ces etapes et 
que de plus, toujours en accord avec la theorie, la distribution du contröle variait 
avec l'etat stationnaire etudiee (ici la vitesse de respiration). En absence de 
synthese d’ATP (appele etat 4), la respiration est faible car uniquement due ä la 
permeabilite passive de la membrane aux protons qui exerce tout le contröle. Par 
contre, dans les etats de fonctionnement intermediaire et meme au maximum de 
l'activite respiratoire, le contröle est distribue parmi differentes etapes parmi 
lesquelles, l'echangeur des nucleotides adenyliques, la cytochrome c oxydase et le 
transporteur des acides dicarboxyliques. 

2.1.6. Conclusion 

La definition des coefficients de contröle permet de quantifier l’effet de la Variation 
d'une etape sur le flux ä l'etat stationnaire d'une chaine metabolique. On voit donc 
tout l'interet de ce concept non seulement pour comprendre le fonctionnement 
normal d'une chaine metabolique mais aussi dans deux situations extremes : 

•/ en medecine, dans le cas de deficits d'etapes du metabolisme, 

•/ en biothechnologies lorsqu’on amplifie le gene codant pour l'enzyme d'une etape. 

Dans chacun de ces cas la connaissance du coefficient de contröle de l'etape sur le 
flux n'est pas sans interet (ä quoi servirait l'amplification d’une etape dont le 
coefficient de contröle est nul ?). 

La relation de sommation permet de prevoir que plusieurs etapes peuvent concourir 
ä contröler un flux (on preferera le terme « contröler » ä celui de « limiter » dont la 
connotation comme « etape limitante » est trop forte). En general, on peut donc 
dire qu'tV n'y a pas wie etape limitante unique et cela est de plus en plus verifie 
experimentalement. Ce dernier point est sans doute Tun des apports les plus 
importants de la theorie du contröle du metabolisme. 

2.2. Coefficients d'elasticite 16 
22.1. Introducüon 

On comprend intuitive ment que la valeur des coefficients de contröle (de flux ou 
de concentrations) va dependre de deux facteurs : 

■/ l'architecture du reseau lui-meme : chaine lineaire, chame branchee, cycles... 

2 la dependance des vitesses en fonction des variations des pools de metabolites. 


16. Rappeions que nous traiterons ici le cas d'une chaine metabolique lineaire avec des metabolites 
intermediaires uniques. 
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Dans un reseau metabolique les pools de metabolites sont en effet les liens entre les 
differentes etapes. Lorsque l'on effectue une perturbation dans la vitesse d'une 
etape, cette perturbation entraine un changement dans un certain nombre de 
concentrations de metabolites intermediaires. Ces changements de concentrations 
vont ä leur tour entrainer une modification des vitesses qui en dependent, qui 
entrainent ä leur tour une modification d'autres metabolites qui... On a donc affaire 
ä une reponse globale du reseau metabolique qu'il n'est pas necessairement facile 
de prevoir intuitivement (figure 15). 

0 *.© *.o 

Vi Vo 


Figure 15 - Reponse d’un reseau metabolique ä la perturbation de l’une de ses etapes 


Sur la figure 15, on peut avoir la sequence d’evenements suivants : une inhibition 
de v 2 entraine une augmentation de X, qui entraine une inhibition de v,... Ces liens 
sont concretises par la maniere dont les vitesses dependent des concentrations de 
ces metabolites. II faudrait theoriquement connaitre toutes les fonctions de vitesses 
du reseau metabolique. En fait, si Ton ne s'interesse qu'aux faibles variations au 
voisinage d'un etat stationnaire, il suffit de connaitre la dependance des vitesses en 
fonction des concentrations des metabolites au voisinage de cet etat stationnaire : 
ce sont les elasticites. 


222. Definition : coefficient d'elasticite 
II est defini par : 


e .j = 0i 

1 dXj 


ou, si l'on travaille avec les valeurs normalisees (logarithmiques) 

i ölnvj 
e j J = 


9lnx; 


On passe facilement d'une definition ä l'autre par : e; = 8' f — 


(15) 


(16) 

(17) 


Remarques 

1. II faut bien comprendre qu'un coefficient d'elasticite n'a rien ä voir avec le 
reseau metabolique. C'est une propriete locale de l'enzyme isolee elle-meme, 
comme nous allons le voir ci-dessous. 

2. Le coefficient d’elasticite est egal ä la pente de la tangente ä la courbe v = f(xj 
oulnv = g (InxJ. 
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223. Determination des coefficients d'elasticite dans quelques cas simples 

Equation de MICHAELIS (figure 16) 

A la simple Observation de la figure 16, on comprend que l'elasticite de l'enzyme 
vis-ä-vis de son substrat sera quasi-nulle ä Saturation du substrat ([S] >>K m ), car 
une Variation de S, dans ces conditions n’entraine que peu de changement dans la 
vitesse, mais sera differente de 0 pour les autres valeurs de S et d'autant plus elevee 
que S sera faible. 



Figure 16 - Coefficients d’elasticite et loi de Michaelis-Henri 

On peut calculer la valeur de l'elasticite ä partir de l'equation de Henri-Michaelis 
[Henri, 1903 et Briggs & Haldane, 1925]: 

Vm_[S] i dv VmK m__ _V_ K m _ y E libre 

~K m + [S]’ _ 3S“( Km + [S] )2 -[S]K m +[S] _ [S]E tota] 

Dans ce cas l'expression de la forme normalisee du coefficient d'elasticite est plus 
simple : 8 = E libre /E total . 

Pour [S] « K m , 8 = 1 ; pour [S] » K m , 8 = 0. 

Remarque - les formes normalisees et non normalisees de l'elasticite' ne sont pas 
egales. 

22.4. Relations de connexion avec les coefficients de contröle des flux 

Le fait que les pools de metabolites intermediaires constituent un lien entre les 
etapes d'un reseau metabolites permet d'imaginer qu'il existe des relations entre les 
coefficients de contröle et les coefficients d'elasticite. Ces relations sont appelees 
justement relations de connexion. On donnera ici leur expression sans demons- 
tration dans le cas d'une chaine metabolique lineaire. 
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Equation de Michaelis generalisee 

L'equation de Michaelis- Henri generalisee peut s'ecrire [Haldane .1930] 

VfS K s -V r P K P 
v =-= v f -v r 


avec : 


Vf = 


1+S K s +P K P 
VfS/Ks 


1+S Ks+P K P 


Groen et al. (1982b) demontrent que : 

dln v 1 


£s v = 


1-T K e 


et 


Ep 


f) InS 

9 In v 
dlnP 1-T K 


et v r = 


Vf. 

Vf 


V r P Kp 


1+S K s +P K P 


1-r K 


eq 


1- 


'f ) 


-r k 


eq 


-r/K eq t 


eq 


V r 1-T K 


eq 


1 +- 


v r 


avec K ep = 


eq 


'eq 


(18) 


(19) 


( 20 ) 


Vf Kp p 

- (relation de Haldane) et r = — ä l'etat stationnaire. F est le 

V,K S S 

flux ä l'etat stationnaire. II est egal ä la valeur de v pour les concentrations des 
metabolites de l’etat stationnaire. 


De maniere generale, pour une chaine metabolique lineaire, ces relations s'ecrivent: 

C 1 6’ i I + C 2 £ , 1 2 +...+C’ n eV = 0 (21) 

L'indice i est celui du Substrat. II y a autant de relations de connexion que de 
Substrats. Chaque relation exprime la maniere dont le substrat i intervient dans le 
contröle du flux par l'intermediaire de ses actions sur les vitesses. Compte tenu de 
l’equation (17) et du fait que les coefficients de contröle des flux normalises et 
non-normalises sont identiques pour une chaine lineaire, on peut aussi ecrire avec 
les coefficients normalises : 

C| £i‘ + C 2 e, 2 + ... + C„ £7 = 0 (22) 


Dans le cas n = 2, le Schema est represente ci-dessous : 

Vi v 2 

- —»X |- f: —> 

II n'y a qu'un metabolite intermediaire et donc qu'une relation qui s'ecrit: 

C’j + C’ 2 e’[ 2 = 0 

ou C, + C 2 8, 2 = 0 

Dans le cas n = 3 , le Schema est represente ci-dessous : 


(23) 

(24) 


II y a deux metabolites intermediaires et donc deux relations de connexion qui 
s'ecrivent: 
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|c i e' i 1 + C' 2 e' i 2 + C' 3 e' i J = 0 par rapport ä x j 
[C i s’ ^ +C' 2 £' 2 2 + C' 3 £' 2 3 = 0 par rapport ä x 2 

JCi£ 1 '+C2£i 2 +C3£i 3 =0 par rapport ä x | 

[Ci £ 2 ' + C 2 £ 2 2 + C 3 £ 2 3 =0 par rapport ä x 2 


2.2.5. Cas de 2 etapes consecutives 


Variation des coefficients de contröle de flux et des elasticites 

Nous avons vu que dans le cas d'une voie metabolique lineaire constituee de deux 
etapes, les relations de connexion s'ecrivent: 

Qe, 1 + C 2 £, 2 = 0 (24) 


A partir de l'equation (24), on peut ecrire : 


E L * 


(25) 


El 


Le rapport des coefficients de contröle varie en sens inverse du rapport des 
coefficients d'elasticites. 


Cela restera vrai pour deux etapes adjacentes d'une chaine lineaire tant qu'il n'y pas 
d'effet regulateur de metabolites autres que les Substrats et produits des deux 
reactions. 


Determination des coefficients de contröle 

En reprenant la relation de sommation, on peut ecrire le Systeme : 

Jc,+c 2 =i 

1 C 1 El' + C 2 £ i 2 =0 


qui permet la determination des coefficients de contröle des flux C, et C 2 . 

Meme si l'on ne connait pas la valeur des elasticites, on peut toujours resoudre 
formellement ces systemes pour exprimer les coefficients de contröle : 


C, =■ 


El 


p 1 f 2 
El -El 


et C? = 


El 


F 1 P 2 
£ 1 — £ ] 


Dans ce cas particulier, on a les memes relations avec les coefficients de contröle et 
d'elasticite normalises et non normalises. 


Comme on l'a dit dans l'introduction de ce chapitre, les coefficients d'elasticite 
permettent le calcul effectif des coefficients de contröle. C'est une deuxieme 
maniere d'evaluer ces coefficients qui peut etre generalisee au point de constituer 
une definition des coefficients de contröle. Cela montre aussi que la valeur des 
coefficients de contröle est uniquement determinee par les elasticites [et 
l’architecture du reseau metabolique ; voir Reder (1988)]. 
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Cas d’une premiere etape irreversible 

Dans le cas oü la premiere etape est irreversible, le metabolite x, n'a aucune 
influence sur cette etape, c’est-ä-dire que l'on a : e, 1 = 0 et donc d'apres la relation 
de connexion pour les coefficients de controle de flux [C, e, 1 + C 2 e, 2 = 0, equa- 
tion(24)], C 2 £, 2 = 0. Comme en general e, 2 ^0, cela entralne C 2 = 0 et donc 
C, = 1. 

Tout le controle est porte par la premiere etape irreversible. Cela restera vrai pour 
une chaine lineaire tant qu'il n'y pas d'effet regulateur par les metabolites autres que 
les Substrats et produits des deux reactions : tout le controle est situe avant l'etape 
irreversible. Attention, ce n'est plus vrai si l'etape irreversible est soumise ä une 
regulation par un metabolite du reseau situe apres l’etape irreversible, qui permet 
de « sensibiliser » la premiere etape ä ce qui se passe apres. 

Cas de la deuxieme etape irreversible 

Dans ce cas le controle peut etre partage par les deux etapes. En effet e/ et £, 2 
peuvent etre differents de zero. En particulier, l'etape 1 peut etre pres de l'equilibre 
et porter la majorite du controle de la chaine metabolique. 

22.6. Conclusion 

La notion de coefficient d'elasticite est importante : nous avons vu dans des cas 
simples que l'on peut calculer les coefficients de controle ä partir des coefficients 
d'elasticite en se servant des relations de connexion et de sommation. Cette 
expression des coefficients de controle ä partir des coefficients d'elasticite est ä la 
base du calcul general des coefficients de controle dans le cas d'un reseau 
metabolique quelconque tel qu'il a ete developpe par C. REDER (1988). 

Nous avons vu l'interet des relations de connexion dans le cas d'un reseau 
metabolique simple - constitue de deux etapes successives - pour comprendre que 
la repartition du controle depend de la sensibilite des vitesses en fonction des 
variations de metabolites intermediaires. 

Non seulement, il n'est pas sür qu'il existe une etape limitante unique, mais de plus, 
une etape proche de l'equilibre peut etre contrölante [CHASSAGNOLE et al., 2001] et 
une etape irreversible peut ne pas l'etre (ä condition d'etre en fin de chaine dans le 
cas oü il n'y a pas de regulations). Cela remet en question un certain nombre de 
dogmes (admis sans aucune base theorique). Cette remise en question est encore 
plus necessaire lorsque l'on considere des reseaux metaboliques complexes. 


3 . Conclusion generale et perspectives 


La theorie du controle du metabolisme est une theorie qui permet de comprendre le 
fonctionnement d'un reseau metabolique dans sa globalite, du moins au voisinage 
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d'un etat stationnaire. C’est en effet une theorie de la sensibilite des reseaux 
metaboliques dans le domaine lineaire au voisinage d’un etat stationnaire. 

Nous avons vu les importantes consequences que l’on peut en tirer pour l’etude des 
reseaux metaboliques connus, en particulier que le contröle peut etre partage et 
n’est en general pas limite ä une etape unique. Le concept d’etape limitante unique 
est faux dans la plupart des cas. 

On peut s’attendre ä une application plus vaste de la theorie du contröle du meta- 
bolisme. Au für et ä mesure du sequensage des genomes on peut construire les 
reseaux metaboliques correspondants. Cette construction ne donne qu’une image 
tres statique du metabolisme. II est necessaire de connaitre non seulement les 
enzymes intervenantes, reperees par leurs genes, mais aussi leurs cinetiques si Ton 
veut determiner les flux qui traversent le reseau metabolique. II s’agit d’une täche 
colossale qui pourra sans doute etre plus ou moins automatisee. 

Cependant, pour avoir une idee de Revolution d’un reseau metabolique au voisi¬ 
nage d’un etat stationnaire, il n’est pas necessaire de connaitre completement les 
cinetiques enzymatiques pour une large gamme de concentrations en Substrats et 
produits de la reaction. Les valeurs des vitesses et de leurs variations (elasticites) 
au voisinage des points stationnaires suffisent comme nous 1’avons vu pour deter¬ 
miner les coefficients de contröle de flux [et de Substrats dont nous n’avons pas 
parle (voir REDER, 1988)]. La determination des coefficients d’elasticite et des 
coefficients de contröle ä partir d’expöriences globales d’analyse de flux est plus 
simple que la determination individuelle des cinetiques enymatiques pour de larges 
variations des Substrats et produits. Une approche interessante pour cette determi¬ 
nation est la methode de modulation multiple proposee par KASCER et BURNS 
(1979) puis developpee par GlERSH (1994) (voir aussi GlERSH & CORNISH- 
BOWDEN, 1996) et appliquee de maniere tres elegante par AlNSCOW et BRAND 
(1999). 

Ce type d’analyse, ä la fois theorique et experimentale pourrait fournir une 
premiere description systematique de la dynamique quantitative des reseaux 
metaboliques deduits de la genomique. 
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Annexe VII 


Principales linearisations 
de l’equation de Michaelis-Henri 

Jean-Pierre Mazat 


Al. Linearisation de Lineweaver et Burk 


C’est la plus populaire et la plus mauvaise. 

De l’equation (3), on tire en inversant les rapports : 

Vm K m +[S] 0 ^ K m 
v [S]o [S]o 

soit 1 = £üL_±_ + _L. 

v V M [S] 0 V M 


En prenant comme nouvelles variables: Y = — et X = , on obtient : 

Y=——Xh -, c’est-ä-dire l'equation d'une droite dont l'ordonnee ä l'origine 

Vm V m 

est —:— et qui coupe Taxe des abscisses au point X =--— (figure AVIIa). 

Vm K m 


On se rendra compte facilement sur l’exemple de la figure AVII que cette 
representation qui accumule sur Taxe des ordonnees les points correspondants ä 
[S] 0 eleve et donne une importance exageree aux points obtenus ä [S] 0 faible est 
une mauvaise representation. 


A2. Linearisation d'Eadie-Hofstee 


L'equation (5) peut aussi s'ecrire 

Vm[S]o V m (K m +[S] 0 )-V m K, 


v = ■ 


soit: 


K m +[S] 0 K m +[S] 0 

V M T7~ V 


v = V M - K 


K m +[S] 0 


V m -K, 


[S] 0 
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En posant Y = -— et X = v, on obtient l'equation d’une droite (figure AVIIb): 

[S ] o 


Y= 


[S]„ 




A3. Linearisation de Hanes-Woolf 

L'equation (5) peut encore s'ecrire : 

[S]p ^ K m | [S] 0 
v V M V M 
[S ] 

et, en prenant Y=-— etX = [S]o, on obtient la droite representee sur la 

v 

figure AVIIc. 


Lineweaver & Burk 




Hanes & Woolf 



Figure AVII - Linearisations classiques de l’equation de Michaelis-Henri 
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A4. Precision DES EXPRESSIONS linearisees 

Le tableau 1 donne les parametres V M et K m determines dans ces representations 
lineaires en utilisant la droite des moindres carres (en Y) passant par les points 
transformes. On comprendra facilement que la premiere representation devrait etre 
eliminee et que seule la derniere peut etre retenue. C'est le contraire qui se passe 
habituellement. Dans tous les cas, on utilisera plutöt les valeurs brutes (non 
transformees) avec un Programme d’Identification de parametres non lineaire. 


Tableau 1 - Valeurs de K m et obtenues par differents procedes 

pour une serie de points « experimentaux » 



K m 

v M 

y = 

a 

a + bx 
b 

Valeurs initiales 

1 

10 



Identification des parametres 

1,07 

9,85 



Lineweaver & Burk 

0,12 

3,8 

0,26 

0,0317 

EADIE & HOFSTEE 

0,56 

8,92 

15,97 

-1,79 

Hanes & Woolf 

0,9 

9,84 

0,0915 

0,102 


Les points « experimentaux » ont ete fabriques ä partir de l’equation de 
MICHAELIS-HENRI [equation (5)] avec K m = 1 et V M = 10 puis en ajoutant ou 
retranchant alternativement 0,2 aux valeurs obtenues pour simuler une erreur 
aleatoire sur la mesure. 



Chapitre VIII 

Elements d’electrophysiologie 


Alain Bardou 


1. Des ORIGINES AU CONCEPT DE POTENTIEL D’ACTION 


Les phenomenes de nature electrique sont connus depuis l’antiquite. Relies aux 
phenomenes naturels et au vivant, on leur reconnait essentiellement quatre origines : 
la magnetite, l’ambre *, les eclairs et la decharge du poisson torpille, sans pour 
autant que l’homme n’ait conscience des relations susceptibles d’exister entre ces 
differentes manifestations. La decharge du poisson torpille ( Torpedo marmorata) 
etait connue de longue date et dejä utilisee par les grecs anciens pour traiter les 
maux de tete, l’epilepsie et les douleurs de l’accouchement [Amberson, 1958]. 

Les premiers effets physiologiques directs de l’electricite ont ete mis en evidence 
par Leopoldo CALDANI en 1756 : celui-ci demontra que la decharge d’une bouteille 
de LEYDE induisait l’excitation d’un nerf ou d’un muscle isole. Ces observations 
furent rapportees ulterieurement par son principal eleve, Luigi GALVANI 
[GALVANI, 1791], qui realisa dans son laboratoire en 1780 la premiere de ses 
experiences classiques sur la contraction nerf-muscle (figure 1). 

Selon GALVANI lui-meme : l’experience s’est deroulee de la fagon suivante : 
J’avais disseque et prepare une grenouille... Ayant beaucoup d’autres choses en 
tete, je la plagais sur la meme table qu’une machine electrique, Vanimal en etant 
totalement separe et ä distance respectable des conducteurs de cette machine. Un 
de mes assistants appliqua doucement la pointe d’un scalpel sur le nerf crural... 
Soudainement, tous les muscles se contracterent violemment comme pris de con- 
vulsions extremement toniques. Un autre de mes assistants, qui etait generalement 
present au cours de nos experiences sur l’electricite, remarqua judicieusement que 
ce phenomene s'etait produit au moment exact oü une etincelle avait jailli entre la 
machine electrique et le scalpel, passant ä proximite de l’un de ces conducteurs... 
[GALVANI, 1794]. 


1. L'ambre est une resine fossile qui presente des proprietes electrostatiques au frottement. 
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Figure 1 - Dessin de Galvani representant son propre laboratoire 
incluant une machine electrostatique ä friction 


Le concept de sources possibles d’electricite dans le regne animal fut generalise 
au milieu du XIX e siede par les travaux de Carlo MATTEUCCI, qui montra en 1838 
qu’une difference de potentiel existait entre un nerf et son muscle lese 
[Einthoven, 1895], 

II mit egalement en evidence l’existence d’un « courant electrique de contraction » 
au niveau de toutes les masses musculaires, dont le cceur [MATTEUCCI, 1842], 

En 1843, DU BOIS-REYMOND montra qu’il existait egalement un courant de repos 
au niveau des muscles, celui-ci diminuant avec leur contraction. II denomma cette 
diminution en utilisant un terme qui survivra jusqu’ä l’epoque actuelle, celui de 
« potentiel d’action » [DU BOIS-REYMOND, 1848-1860], 

En 1875, Gabriel LlPPMANN (le pere du premier principe de photographie couleur 
par transparence) realisa le premier un instrument capable d’enregistrer le potentiel 
emis par le cceur. Alors qu’il travaillait dans le laboratoire de KlRCHHOFF ä 
HEIDELBERG, il fit une etude systematique de la contraction du mercure 2 , 
recouvert d'acide sulfurique dilue, en fonction de la difference de potentiel existant 
entre ces deux composants. II utilisa ensuite ces resultats pour mettre au point un 


2. En fait, la position du menisque de la colonne de mercure depend de la tension superficielle 
existant ä l'interface entre le mercure et l’acide et Lippmann avait observe qu’il existe des 
mouvements du menisque lorsque cette tension superficielle est modifiee par l'application d'une 
difference de potentiel entre l'acide et le mercure. La projection d'une image amplifiee du 
menisque sur papier sensible permettait d'obtenir un signal representatif de la difference de 
potentiel appliquee. 
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electrometre capillaire reposant sur ce principe [LlPPMANN, 1875]. Bien que cet 
electrometre permit d'obtenir les premiers enregistrements satisfaisants de l'activite 
electrique cardiaque, une grande variabilite des enregistrements est apparue, due 
aux effets inertiels de friction du mercure en fonction de l'etat de surface du tube 
capillaire, de ses variations meine faibles de diametre, du degre d'amplification, de 
la rapidite de la plaque photosensible... 

Einthoven travailla beaucoup ä l'amelioration des performances de l’electrometre 
capillaire dont les enregistrements faisaient originellement apparaitre 4 deflexions 
principales A, B, C, D, (correspondant grossierement aux ondes P, Q, R et T de 
l'actuel electrocardiogramme ou ECG). 

Cette nomenclature a ete conservee jusqu'ä l’heure actuelle oü l'on considere les 
ondes P, Q, R, S et T comme constituants principaux de l'ECG. 

A la fin du XIX e siede, survinrent des evenements totalement etrangers ä la 
medecine et ä l’electrophysiologie, mais neanmoins de premiere importance dans 
le developpement de l’electrocardiographie. 

Un effort considerable etait, ä cette epoque, mene sur le developpement du 
telephone et du telegraphe et Kelvin consacrait ses efforts au developpement du 
savoir et des instruments necessaires ä l’immersion de cäbles sous-marins transat- 
lantiques. En 1897, Clement ADER (pere de l’avion) inventa un nouveau type de 
galvanometre, le « galvanometre ä corde » [ADER, 1897], susceptible d’amplifier 
les signaux au niveau de ces cäbles. Ce nouveau galvanometre, permettant 
d’obtenir une reponse en frequence atteignant 1600 signaux par minute, a imme- 
diatement ete utilise sur les cäbles reliant Brest ä Saint-Pierre et Marseille ä Alger. 

La contribution fondamentale de EINTHOVEN ä l’electrocardiographie, apres Pim¬ 
portant travail effectue ä partir de 1’electrometre de LlPPMANN, a ete de reconnaitre 
immediatement la valeur potentielle du nouveau galvanometre de Clement Ader et 
d’entreprendre personnellement la construction d’un modele plus fiable et plus 
sensible de cette machine [Einthoven, 1901], 11 publia en 1913 des traces, 
obtenus au moyen de cette technologie [Einthoven, 1913], correspondant parfai- 
tement aux traces electrocardiographiques actuels (figure 2) et re?ut, en 1924, le 
prix NOBEL de Physiologie et medecine pour « la decouverte du mecanisme de 
1'electrocardiogramme ». 

Si, des 1913, l’expression des phenomenes electriques etait parfaitement connue au 
niveau du coeur, c’est-ä-dire de l’organe, il fallut attendre plus de 20 ans pour 
atteindre le meme niveau de connaissance ä l’echelle de la cellule (cellule nerveuse 
et cellule cardiaque). Deux etapes majeures, realisees entre 1936 et 1950, ont 
permis la validation experimentale de la theorie du potentiel d’action par enregis- 
trement direct de la Polarisation de la membrane cellulaire au repos et des poten- 
tiels d’action. Elles ont ainsi clairement etabli les bases de l’electrophysiologie 
actuelle. 
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Figure 2 - Potentiels electriques enregistres entre la surface des deux bras 
au moyen d’un galvanometre ä corde (figure originale de Einthoven publiee en 1913) 
Echelle de temps : 50 ms/division, echelle de potentiel :0,5 mV/division 

La premiere de ces etapes fondamentales a pour objet d’etude la cellule nerveuse et 
plus precisement l’un de ses prolongements specifique, l’axone (voir chapitre X). 
Elle est due ä J.Z. Young, qui, au debut des annees 1930 [YOUNG, 1936], 
« redecouvrit » l’axone geant du calmar 3 , qui par ailleurs etait bien connu des 
zoologistes. II reintroduisit cette fibre nerveuse d’environ 0,5 mm de diametre 
(20 fois superieure ä un axone de lapin) comme materiel experimental de choix en 
neurophysiologie. L’utilisation de cette fibre d’enorme dimension permettait 
d’effectuer des prelevements au niveau de l’axoplasme 4 , de determiner son 
contenu en ions, proteines... II s’est avere possible d’isoler cette fibre et de la 
maintenir en etat de survie durant plusieurs heures. Une electrode de taille 
raisonnable pouvait ainsi etre introduite dans l’axone, permettant pour la premiere 
fois d’acceder ä la mesure directe du potentiel transmembranaire au repos, du 
potentiel d’action, ainsi que des proprietes electriques liees ä la membrane telles 
que sa resistance, sa conductance, sa capacitance... Ces experiences ont princi- 
palement ete realisees par A.L. Hodgkin et A.F. Huxley des le debut des 
annees 1940 [HODGKIN & HUXLEY, 1949]. Leurs experiences, menees sur une 
quinzaine d’annees, les a conduit ä publier entre 1948 et 1952 leur theorie ionique 
de la genese du potentiel d’action au niveau membranaire, travail fondateur de 
l’electrophysiologie moderne. Ce travail a ete couronne par le prix NOBEL en 1952. 

La deuxieme etape (technologique) majeure a permis l’obtention de resultats 
experimentaux similaires sur la cellule cardiaque. Elle a ete franchie par LlNG et 
Gerard en 1949 avec l’utilisation d’une micro-electrode fine. Celle-ci est 
constituee d’une fibre de verre etiree dont la dimension (diametre) au niveau de la 
pointe est de 1’ ordre du micrometre et qui est remplie de chlorure de potassium ä 


3. Le calmar est un mollusque cephalopode, voisin de la seiche, qui presente la particularite de 
posseder au niveau du manteau une fibre nerveuse de dimension tres importante, tant au plan de la 
longueur que du diametre, denommee « axone geant ». Cette fibre a represente un materiel 
experimental de choix dans le domaine de l'electrophysiologie nerveuse. 

4. L'axoplasme est le nom particulier donne au cytoplasme contenu dans la partie allongee (axone) 
de la fibre nerveuse. 
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une concentration de 3 molaire. La possibilite d’introduire ce type d’electrode dans 
une cellule sans la leser a permis de realiser un ensemble de mesure sur des cellules 
nerveuses et cardiaques (potentiel transmembranaire au repos et en activite), ce qui 
n’avait jusqu’alors ete possible que sur l’axone de calmar du fait de ses dimensions 
importantes. La technique de la « microelectrode flottante » [LlNG & GERARD, 
1949] a meme permis d’enregistrer l’evolution du potentiel transmembranaire au 
cours de la contraction des cellules cardiaques (cardiomyocytes) (figure 3). 
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Figure 3 

a - principe de la microelectrode de Ling et Gerard 
b - micrographie de la pointe d’une microelectrode 

c- technique de la microelectrode flottante permettant d'enregistrer l'activite cellulaire sur 
coeur battant 

d-potentiels d’action enregistres sur fibres de Purkinje (voir chapitre IX, § 2) au moyen 
d’une microelectrode 

Des 1951, la microelectrode etait appliquee avec succes pour etudier la contraction 
du ventricule de grenouille [Woodbury etal., 1951], les fibres isolees de Purkinje 
(voir chapitre IX, § 2) de chien [DRAPER & WEIDMAN, 1951] et tres rapidement 
l’ensemble des cellules excitables 5 . 

5. Les cellules excitables sont les cellules susceptibles de fournir une reponse electrique entrainant 
ou non une reponse mecanique lorsqu'elles sont soumises ä une Stimulation. Les principales 
cellules excitables sont les cellules nerveuses cardiaques et musculaires (squelettiques ou lisses). 
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L’existence d’un potentiel de repos E chez l’ensemble des cellules excitables a tres 
rapidement ete mise en evidence ä partir de cette technique (figure 4). 




Figure 4 - Potentiels de repos et potentiels d'actlon 
enregistres au moyen de microelectrodes de Ling et Gerard 

a - b c - axone geant de calmar (d’apres Hodgkin & Huxley, 1952a). 
d - muscle squelettique de grenouille (Sartorius) (d’apres Hodgkin & Horowicz, 1957) 
e - ventricule de grenouille (d’apres Woodbury et ai, 1951) 
f - fibres de Purkinje de chien (d’apres Draper & Weidman, 1951) 

Selon la theorie de BERNSTEIN [BERNSTEIN, 1910], ce potentiel de repos est 
principalement du ä une difference tres importante entre les concentrations de 
potassium intracellulaires ([K + ] int = 140 meq 6 ) et extracellulaires ([K + ] ext = 4 meq) 


6. meq = abreviation de milli-equivalent. 
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alors que la membrane possede une permeabilite potassique. La valeur de ce poten- 
tiel de repos est parfaitement donnee par l’equation de Nernst: 

E = (RT/nF)log([K + ] im /[K + ] ext ) 

Les differences principales concemant la duree et la morphologie des potentiels 
d’action de la fibre nerveuse, cardiaque ou du muscle squelettique ont egalement 
ete rapidement etablies ä partir de ces travaux (figure 4). Parallelement, les diffe¬ 
rences importantes (figure 5) qui existent entre les potentiels d’action des divers 
tissus constitutifs du coeur (myocarde auriculaire, ventriculaire, tissu de conduction, 
zones d’automatisme... voir chapitre IX) ont ete rapportees, bien que leur 
Interpretation n’ait ete que beaucoup plus tardive 





Figure 5 - Traces de potentiels d'action typiques enregistres au niveau de celluies 
myocardiques ventriculaires (a), du noeud slnusal (b) (voir chapitre IX) et de l’orelllette (c) 

(d’apres Hoffman & Cranefield, 1960) 

a-c-0 : phase rapide de depolarisation -1: amplitude maximale du potentiel d'action 
2 : plateau de potentiel d’action - 3 : phase de repolarisation - 4 : potentiel de repos 
b- la phase de depolarisation (0) est plus lente que sur les potentiels d'action myocar¬ 
diques auriculaire et ventriculaire (dV/dt plus faible), le potentiel de repos (4) est 
instable, presentant une perte de depolarisation lente. 
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Nous avons indique que les processus membranaires responsables de la genese de 
l’ensemble de ces potentiels d'action ont parfaitement ete explicites, dans le cas de 
l’axone geant de calmar, par la theorie d’HODGKlN-HuxLEY. Ils ont ete elargis et 
generalises aux autres cellules excitables, en particulier les cellules cardiaques, par 
differents chercheurs dont Denis Noble [Noble, 1975], Beeler et Reuter 
[Beeler & Reuter, 1977] et plus recemment Luo et Rudy [Luo & Rudy, 1991]. 
L’ensemble de ces travaux representent definitivement les fondements de notre 
connaissance actuelle en electrophysiologie. Les paragraphes suivants vont 
developper de maniere plus explicite les bases theoriques de ces theories 
fondatrices de l’electrophysiologie. 


2.La THEORIE IONIQUE DU POTENTIEL TRANSMEMBRANAIRE 

de Hodgkin et Huxley 


Hodgkin et Huxley [Hodgkin & Huxley, 1952] considerent le potentiel 
d’action nerveux comme resultant de courants ioniques transmembranaires 
principalement dus au sodium (courant entrant = depolarisation) et au potassium 
(courant sortant = re-polarisation). Ils considerent que le courant peut traverser la 
membrane soit en chargeant la capacite membranaire, soit par mouvements d’ions, 
de teile sorte que le courant transmembranaire total I s’ecrit comme la somme : 


I = C — + L 

1 m ,, Tl i 

dt 


oü I; est le courant ionique, V l’ecart du potentiel de membrane par rapport au 
potentiel de repos et C m la capacite membranaire par unite de surface. 

Pour HODGKIN et Huxley, le courant ionique se repartit entre differentes compo- 
santes correspondant au flux des ions Na + (I Na ) et K + (I k ) d'une part, ä l’existence 
d’un faible courant de fuite I L , dü principalement aux ions CI", d’autre part. Dans 
ces conditions : 

li = ^Na + + II 

conformement au circuit electrique equivalent represente sur la figure 6. II est 
important de noter que dans la litterature, tous les modeles representant schemati- 
quement la membrane cellulaire ä partir de ce type de circuit equivalent (une 
capacite C m en parallele avec des sources de courant ioniques) peuvent etre decrits 
comme modeles de Hodgkin-Huxley, meme si les equations decrivant les 
sources ioniques sont differentes de celles proposees par HODGKIN-HUXLEY pour 
l’axone geant de calmar. 

Les courants ioniques I Na , I K et I L sont determines par une force motrice corres¬ 
pondant ä la difference de potentiel de membrane et un coefficient de permeabilite 
membranaire qui a la dimension d’une conductance g de fayon que : 

^ Na — §Na — ^ Na ^ 
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Ir — §k (E — Ir) 

II =gL (E-EJ 

oü E Na , E k et E l sont les potentiels d’equilibre pour Na + , K + et CI donnes par 
l’equation de NERNST, les differents parametres g(l/R) etant les conductances 
ioniques membranaires pour les ions correspondant. La variable E definit la valeur 
instantanee du potentiel de membrane. 



membrane 


Figure 6 - Circuit equivalent representant la membrane de l’axone geant 

(d’apres Hodgkin & Huxley, 1952) 

Les resultats experimentaux obtenus par Hodgkin et Huxley les ont conduit ä 
considerer que E Na , E K et E L , C m , et g L pouvaient etre consideres comme des 
constantes, tandis que g Na et g K variaient ä la fois en fonction du temps et du 
potentiel de membrane. 

De plus, HODGKIN et HUXLEY supposerent que la permeabilite membranaire 
depend de l’etat ou de la position de groupes de molecules chargees ä l’interieur de 
la membrane. Ils assimilerent ces sites ä des canaux controles par des portes 
chargees dont le nombre N est constant et limite pour un element donne de surface 
membranaire (par souci de simplification, ce nombre N est normalise ä 1). Les 
mouvements d’ions sont donc dependant de l’etat de conduction de ces canaux. 
HODGKIN et HUXLEY postulerent que les portes ne peuvent occuper que deux 
etats: un etat disponible ou etat ouvert (a) et un etat indisponible ou etat ferme (ß). 
Dans la mesure oü les portes sont chargees, le nombre de portes dans l’etat a ou ß 
depend du potentiel. 

2.1. Le courant potassique 

On considere tout d’abord que chaque canal est commande par une seule porte. 
Pour une valeur donnee du potentiel de membrane, on designera par n la proportion 
de sites (ou canaux) dans l’etat a. Le nombre total N de sites etant normalise ä 1, il 
y a donc (1 - n) sites dans l’etat ß pour un element donne de surface membranaire. 
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Pour la valeur E = E R du potentiel de repos, le nombre n = n 0 est tres petit, donc 
(1 - n 0 ) est proche de 1. Si la membrane est brusquement depolarisee, n 0 tend vers 
une valeur n superieure ä n 0 . Un certain nombre de sites ß se sont donc transformes 
en sites a avec une vitesse de conVersion a n ; de la meme fa?on, la vitesse de 
conversion des sites a en sites ß est denommee ß„. 


Les vitesses de conversion a n et ß„ ont des valeurs qui sont dans le rapport du 
nombre de sites a et ß, soit: 


Pt n _ n 
ßn (1 — n ) 


( 1 ) 


Si on applique brusquement 
peut s’ecrire : 


une depolarisation ä la membrane, la Variation de n 
^ = a„(l-n)-ß n n (2) 


Une fois la conversion terminee (dn/dt = 0), n prend la valeur stationnaire n„ 
donnee par l’egalite : 


a T 


n»- 


Otn + ß„ 


(3) 


Si on admet que chaque etat a se convertit en un etat ß, la transition d’une valeur 
stationnaire n 0 ä une autre valeur stationnaire n„ suit une Variation exponentielle de 
constante de temps x n correspondant au rapport inverse de la somme des vitesses de 
conversion, soit t n = l/(a n + ß n ). 

Dans ces conditions, si l’on applique un echelon de potentiel, la Variation de n sera 
donnee par l’egalite : 

n = n 0 +(n TC -n 0 )(l-e“ t/Tn ) (4) 


A l’interruption de l’echelon rectangulaire de potentiel impose, au moment oü le 
courant K + est maximum, la decroissance de n suivra l’equation : 

n = n oo -(n oo -n 0 )e _t/Tn (5) 


22.EXPERIENCES de voltage-clamp 

ET MODIFICATIONS ASSOCIEES DU MODELE THEORIQUE 

La methode du « voltage-clamp » consiste ä imposer un echelon de potentiel ä la 
membrane et ä etudier les courants trans-membranaires resultants. Les resultats 
experimentaux obtenus par HODGKIN et HUXLEY dans ces conditions d’application 
d’un potentiel montrerent que la montee du courant potassique a Lallure d’une 
sigmoi'de, alors que la phase de retour correspond bien ä une relaxation expo¬ 
nentielle. Or les equations precedentes ne permettent pas de rendre compte de ce 
phenomene si Ton admet que la permeabilite membranaire au potassium est 
simplement proportionnelle ä n. 
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Ces resultats experimentaux ont donc conduit HODGKIN et HUXLEY ä considerer 
que chaque site est represente par un canal dote d’un nombre X de portes et non 
plus d'une porte unique. 

Dans ces conditions, les equations (4) et (5) deviennent: 


-n 0 )(l-e- t/x " ) x 

(6) 

-no) (l-e -t / Tn ) x 

(7) 


l’equation (6) decrivant une courbe sigmoi'de et l’equation (7) une exponentielle. 

La valeur de l’exposant X est repräsentative du delai de Variation de la permeabilite 
au potassium en fonction du temps t = 0 de l'application de l’echelon de potentiel. 

Ce delai sera d’autant plus important que X sera grand. 

En utilisant la methode du voltage-clamp, Hodgkin et HUXLEY ont mesure les 
variations experimentales de la conductance g K obtenues par application ä l’axone 
geant de calmar d’echelons de potentiel de differentes valeurs. Ils ont ensuite 
compare ces resultats aux familles de courbes decrites par l’equation (6) pour 
differentes valeurs de X tout en fixant x n , sa valeur experimentale. Ils en ont deduit 
que la meilleure correspondance etait obtenue pour X = 4 ce qui signifie que la 
conductance g K est proportionnelle ä n 4 dans le cas de l’axone geant soit: 

gK =gK *n 4 

l’evolution temporelle de n etant par ailleurs donne par l’equation (2). 

23. Le courant sodique 

Au cours de ces memes experiences de voltage-clamp sur l’axone geant, HODGKIN 
et HUXLEY ont pu constater que le comportement de la conductance g Na durant la 
phase initiale suivant l’application de l’echelon de depolarisation se traduisait 
egalement par une Variation d’allure sigmoi'dale du courant sodique. 

Par analogie avec le modele propose pour les canaux potassiques, l’equation 
d’evolution et l’etat stationnaire de la variable m sont donnes par les equations : 


g K =g K -n 4 ^ = a ra (l-m)-(ß m m) 

(8) 

Ctm 

m»= „ 

(9) 


La comparaison experience-theorie a montre par contre que la Variation de m suit 
une courbe sigmoi'de d’exposant X = 3 dans les equations analogues ä (6) et (7). 

D’autre part, HODGKIN et HUXLEY ont note experimentalement une difference tres 
importante entre les courants transmembranaires Na + et K + . En effet, si le courant 
K + se maintient aussi longtemps que l’echelon de potentiel est impose ä la 
membrane, il n’en est pas de meme du courant Na + . Celui-ci s’affaiblit meme si 
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l’echelon de depolarisation impose par le voltage-clamp est maintenu. HODGKIN et 
HUXLEY ont donc ete amenes ä considerer un nouveau type de porte qui ne s'ouvre 
plus en fonction du potentiel comme les precedentes pour permettre le passage des 
ions mais qui, au contraire se ferme en fonction du potentiel en inactivant 
progressivement le canal ionique. Ils en ont deduit que la permeabilite aux ions Na + 
est contrölee par une variable d'activation mais egalement par une variable 
d’inactivation sodique (assimilable cette fois ä une porte fermant le canal en 
fonction du potentiel), denommee h, qui a les proprietes suivantes : 

•/ contrairement aux variables d’activation n et m, h croit avec le potentiel de 
membrane, donc a h decroit avec la depolarisation, 

■/ la constante de temps x h est environ 10 fois plus grande que x m et pratiquement 
egale ä x n . 

Les differentes equations regissant l’evolution de h sont analogues aux equations 
(2) ä (5) etablies pour la variable n. Nous n’expliciterons ici que la derniere 
egalite : 

h = h» -(h„-h 0 )e- t/T h (12) 

Ces phenomenes d'inactivation sont tres importants dans la mesure oü ils 
conditionnent la reponse de la cellule ä une nouvelle Stimulation qui ne pourra etre 
effective que lorsqu'ils seront leves. Leur cinetique est donc l'un des principaux 
parametres intervenant dans le definition de la periode refractaire decrite au 
chapitre suivant. 

Dans la mesure oü eile depend de variables d’activation et d’inactivation, la 
permeabilite aux ions Na + de la membrane de l’axone geant est donc 
proportionnelle au produit m 3 h de teile fayon que : 

g Na =m 3 hg Na 

avec dm/dt et dh/dt variant selon l’equation (8) et l’equation analogue sur h. 

Les constantes de vitesse a et ß definissant les cinetiques de n, m et h dependent 
uniquement du potentiel de membrane. Les valeurs m, n et h peuvent donc prendre 
toutes les valeurs comprises entre 0 et 1 en fonction du temps et du potentiel. 

L’ensemble de ces elements est qualitativement synthetise dans la representation 
schematique de la figure 7, oü le parametre y est une notation generique repre- 
sentant les parametres m, n ou h. 

Sur un plan quantitatif, la valeur maximale de n^ est atteinte pour une depola¬ 
risation d’environ 60 mV, mais m^ atteint seulement cette valeur pour des 
depolarisations plus importantes, de l’ordre de 120 mV. Enfin, la valeur de est 
inferieure a 1 au niveau du potentiel de repos, la permeabilite sodique n’etant, dans 
ces conditions, que partiellement inactivee. La valeur 1 n’est atteinte par h qu’en 
cas d’hyperpolarisation (environ 50 mV). Le taux d’inactivation peut etre exprime 
par la difference (1 - h). 
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Figure 7 - Diagramme schematique de la theorie d’HoDGKiN-HuxLEV representant les 
mecanismes de potentiel et dependance en temps d’un courant ionique ä travers un canal 

(d’apres Noble, 1975) 

a - les deux etats de la porte 

b- l’etat stationnaire de la courbe d’activation et la Variation des coefficients d’ouverture et 
de fermeture en fonction du potentiel 
c - reponse ä un echelon carre de potentiel 



2.4. Evolution des constantes de temps avec la Depolarisation 

Pendant la phase d’activite (potentiel d’action), les variables m, n et h varient. 

/ La valeur de m croit et decroit presque aussi rapidement que le potentiel de 
membrane. 

•/ La valeur de h decroit plus lentement et n’atteint une valeur nulle qu’une fois la 
membrane fortement depolarisee. La valeur initiale de h est progressivement 
restauree ä la fin du potentiel d’action. Cette periode de retour correspond ä la 
periode refractaire qui suit toute excitation. 
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■/ Enfin, la Variation de n est retardee par rapport ä la phase initiale du potentiel de 
membrane. A cause de la valeur de sa constante de temps, n n’atteint jamais une 
valeur tres elevee puisque son accroissement contribue ä la re-polarisation de la 
membrane. 

Les variations des conductances g Na et g K repräsentatives des permeabilites 
ioniques au cours du potentiel d’action sont representees sur la figure 8. 
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Figure 8 - Variabilite de la conductance membranaire (g) et des composantes gm, et g K 
au cours du potentiel d’action (d’apres Hodgkin & Huxley, 1952) 

La forte augmentation initiale de g Na entraine une entree massive de sodium dans la cellule 
provoquant le front raide de depolarisation. La Variation de g* entraine une sortie de potas- 
sium qui a pour effet de repolariser la cellule qui retrouve son potentiel transmembranaire de 
repos. 


Nous avons precise dans rhistorique introduisant ce chapitre que la theorie ionique 
de Hodgkin et Huxley, initialement developpee specifiquement pour decrire le 
potentiel d’action de l’axone geant du calmar, a propose un modele theorique qui a 
represente la base principale du developpement de l’electrophysiologie moderne. 
La figure 9 donne une illustration tout ä fait explicite de la validite de ce modele 
theorique. La presentation de la methode de patch-clamp dans le paragraphe 
suivant nous permettra de montrer que cette theorie reste coherente avec les 
mesures plus precises permises par des techniques d’investigation plus fines. 


3. DU VOLTAGE-CLAMP AU PATCH-CLAMP 


La methode du patch-clamp fut pour la premiere fois decrite par NEHER et 
Sackmann en 1976 [Neher & Sackmann, 1976]. Cette decouverte leur valut 
l'attribution du prix NOBEL... en 1991, soit 15 ans apres leur decouverte (alors 
qu’HODGKIN et HUXLEY regurent ce prix l’annee de la publication de leur travail 
de Synthese !). 
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Figure 9 - Courbe superieure : reconstruction mathematique du potentiel d'action de 
l’axone geant calcule ä partir des equations d’Hodgkin-Huxley pour une depolarisation 
initiale de 15mV et une temperature de 18,5°C - Courbe inferieure : enregistrement 
experimental du potentiel d’action ä partir des meines conditions 

(d’apres Hodgkin & Huxley, 1952) 

Elle consiste en effet ä imposer un echelon de potentiel ä un element de surface 
aussi reduit que possible (patch) au lieu de l'appliquer ä l'ensemble de la membrane 
comme dans le cas du voltage-clamp. 

L'originalite de cette methode consiste ä utiliser une micro-electrode legerement 
modifiee au niveau de son extremite, non plus pour penetrer ä l'interieur de la 
cellule, mais pour permettre un contact etroit avec la membrane. On impose alors ä 
cet endroit un echelon de potentiel et on enregistre le courant trans-membranaire 
resultant (figure 10). 

Cette methode a, pour la premiere fois, permis l'enregistrement d'un canal unique 
en configuration dite « cellule attachee ». II est egalement possible d'utiliser cette 
methode selon differentes configurations, certaines permettant par exemple l'enre¬ 
gistrement de l'ensemble des canaux d'une cellule. Cette configuration dite 
« cellule entiere » ( whole-cell ), permet, par aspiration forte et rupture du patch, 
l'etablissement d'une continuite electrique entre la micropipette et l'interieur de la 
cellule. 
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Figure 10 - Microelectrode de patch-clamp 
(diametre de pointe inferieur ä 1 pm) 
au contact de la membrane 
d'une cellule nerveuse 

(d'apres Neher& Sakmann, 1992) 


Les configurations patch excise « inside-out » ou « outside-out » permettent de 
jouer tres facilement sur la composition ionique des faces externes et internes de la 
membrane ainsi que d'imposer ä volonte le potentiel sur l'une de ces deux faces. 
Ces differentes configurations sont schematisees sur la figure 11. 



.O. ^ 

"outside-out" "inside-out" 


AV = AI R c 



Figure 11 - Differentes configurations utilisees en patch-clamp 

(d’apres Hamill et al., 1981) 

a - principe d'enregistrement. Tout comme dans le voltage-clamp, un amplificateur ä contre 
reaction est utilise pour annuler le potentiel impose Vi et le potentiel du patch membranaire. 
La difference de potentiel mesuree DV est proportionnelle au courant traversant la membrane. 
b - differentes configurations « cellule attachee », « cellule entiere » (ou whole-cell en anglais) 
par Perforation physique ou permeabilisation de la membrane par un agent chimique dont on 
veutetudier ies effets et les configurations particulieres dites « outside-out » ou « inside-out ». 
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Lorsqu'on examine les courants elementaires enregistres au niveau d'un canal 
unique, on s'ape^oit qu'il s'agit d'impulsions rectangulaires d'amplitude constante 
mais de variabilite plus ou moins importante en frequence et duree (figure 12). Ces 
courants sont de l'ordre du picoampere en intensite et de la milliseconde en duree, 
soit une Charge de 10 ~ 15 coulomb representant environ 10 4 charges unitaires 
(IO -19 coulomb). 

II est certain que l'allure de ces signaux, emis au niveau d'un canal unique, 
apparaissent assez differents de ceux enregistres au niveau de la membrane par 
HODGKIN et Huxley. Cependant, si on considere la somme de tous ces signaux, 
on obtient une courbe moyenne de courant identique a la courbe globale enregistree 
au niveau membranaire. Ceci demontre de fa?on tout ä fait remarquable que, si la 
theorie d'HODGKlN et Huxley enoncee il y a maintenant plus d'un demi-siecle ne 
s'applique pas au comportement du canal ionique elementaire, eile demeure, par 
contre, parfaitement repräsentative du comportement global de l'ensemble des 
canaux presents au niveau de la membrane cellulaire (figure 12). 

/* - t“nuvTV h "V 


a - Courants blementaires K + enregistres 
en patch-clamp au cours de depolarisations 
imposees successives de - 80 mV ä + 20 mV. 

(0 : Position ouverte, F : Position fermee) 

i pntynr i ‘b'rffL 

i 2p * 

b - Moyenne de 23 traces consecutives 
representant, en fait, la Variation de 
probabilite d’ouverture du canal enregistre 


C - Courant enregistre sur cellule entiere 

representant l’activite d’environ 600 canaux 
montrant la similitude entre cette courbe 
et celle presentee en b 




Prrn~~^ 


n ——^ 


Figure 12 (d’apres Dubois, 1999, modifie ä partir de Ganfomina, 1991) 
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 


Si le modele d’H odgkin-HU xLEY a traverse les äges et demeure la base des 
modeles les plus recents du potentiel d’action nerveux ou cardiaque, tel celui de 
LUO et Rudy (1991), d’autres tentatives de modelisation du potentiel d’action des 
cellules excitables ont ete effectuees sur des bases differentes. Parmi ces modeles 
citons plus particulierement celui de BONHOEFFER-VAN DER POL base sur les 
equations differentielles de VAN DER POL decrivant la relaxation non-lineaire des 
oscillateurs [Van der POL, 1926], generalisees par Bonhoeffer (1948) ä la 
cellule nerveuse sous forme d’une paire d’equations differentielles non lineaires 
presentant soit un point singulier stable, soit un cycle limite. Ce modele de 
BONHOEFFER-VAN DER POL qui a seulement deux variables d’etat repräsentatives 
de l’excitabilite et de l’inexcitabilite (etat refractaire) de la cellule a ete modifie par 
Fitzugh (1961), dont le modele couple ä l’equation de Nagumo a genere le 
modele actuellement denomme modele de Fitzugh-Nagumo 7 . 

Ces modeles ont ete utilises par plusieurs equipes au milieu et vers la fin des 
annees 1990, principalement au niveau de l’etude des phenomenes de propagation 
(voir chapitre IX), et ont permis d’obtenir des resultats tres realistes. Cependant, les 
modeles complexes derives d’HODGKIN-HuXLEY, tels que le modele de LUO et 
Rudy, demeurent encore actuellement tres utilises car ils permettent une etude fine 
du comportement membranaire au niveau des courants ioniques. 

II est egalement clair qu’une connaissance plus fine de la structure physique des 
membranes et de leur proprietes contribuera ä ameliorer notre comprehension du 
potentiel d’action et des pathologies liees ä ses modifications. Cette demarche ouvre 
un champ important de recherche dans le domaine du bio-engineering en envisa- 
geant la definition et le developpement futur de methodes telles que la microscopie 
par force atomique, ainsi que des nouvelles methodes d’imagerie cellulaire ou 
membranaire susceptibles de foumir une information fine sur cette structure. 

II est egalement evident qu’une meilleure connaissance de la structure moleculaire 
des canaux ioniques et des genes codant pour leur proteines constitutives 
permettrait d’envisager, notamment dans le domaine de la cardiologie. des voies 
therapeutiques nouvelles par remodelage de ces canaux 8 . 


7. Pour plus de details voir : 

A.L. Bardou, P.M. Auger, P.J. Birkuiä J.L. Chasse - Modeling of cardiac electophysiological 
mechanisms : frorn action potential genesis to its propagation in myocardium. CRC Critical 
Reviews in Biomed. Eng. 24, 141-221 (1996). 

J.P. Keener - Wave propagation in Myocardium. In : Theory of the heart. L. Glass, P. Hunter 
& A. MC Culloch eds, Springer-Verlag, New York (1991). 

8. A titre d’introduction ä la connaissance dans ce domaine se referer ä D.J. Aidley & 

P.R. Stanfield - Ion Channels, molecules in action. Cambridge University Press (1996). 
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Enfin, il semblerait ä l’heure actuelle qu’un nouveau champ d’investigation puisse 
etre ouvert ä partir de l’etude des phenomenes d’interactions possibles entre les 
differents canaux, voire de leur comportement de groupe (eventuellement hierar- 
chique) qui serait susceptible de conferer ä ces structures des proprietes potentiel- 
lement differentes de celles observees individuellement. 
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Chapitre IX 


Elements de Physiologie 

ET DE PHYSIOPATHOLOGIE CARDIAQUES 

Alain BARDOU 


Le chapitre precedent a aborde la genese du potentiel d’action au niveau cellulaire. 
II est clair que le fonctionnement d’un reseau de cellules excitables, que ce soit au 
niveau du Systeme nerveux central (chapitre suivant) ou du cceur, repose sur la 
propagation des potentiels d’action cellulaires au sein de ce reseau. Le but de ce 
chapitre est de presenter les phenomenes de propagation dans le tissu cardiaque, 
non seulement dans leur contexte physiologique, mais egalement ä travers certaines 
pathologies. 


I. Extension de la Theorie d’Hodgkin-Huxley 

A LA CELLULE CARDIAQUE 

La validation experimentale exceptionnelle du modele theorique d’HODGKlN- 
Huxley sur la cellule nerveuse incita differents chercheurs ä tenter une extrapola- 
tion de ce modele ä d’autres cellules excitables, notamment aux cellules cardiaques. 
Cette demarche s’avera rapidement assez difficile ä cause des differences tempo- 
relles notables des potentiels d’action nerveux et cardiaques (respectivement 1 et 
200 millisecondes) dues ä la presence d’autres types de canaux ioniques dans les 
membranes des cellules cardiaques. II fallut attendre environ 25 ans pour que les 
techniques de voltage-clamp appliquees ä la fibre cardiaque permettent d’obtenir 
des resultats suffisamment significatifs pour permettre de generer les premieres 
adaptations correctes de la theorie d’HODGKIN-HuXLEY au tissu cardiaque. 

La premiere de celles-ci a ete realisee par MC ALLISTER, NOBLE et TsiEN en 1975 
[Mc Allister et al., 1975] sur des fibres du tissu de conduction (fibres de 
PURKINJE, figure 1). La genese du potentiel d’action cardiaque par les courants 
sodiques et potassiques y est decrite de la meme fagon que pour le potentiel 
d’action nerveux (voir chapitre VIII). La difference principale est l’existence d’un 
courant rentrant secondaire, ä cinetique lente, qui joue un röle dominant au niveau 
du plateau du potentiel d’action cardiaque. Les conductances correspondantes sont 
presentees sur la figure 1. 
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potentiel (mV) 




^Na“ 

gK+ 

gca ++ 


Figure 1 - Variation des conductances au cours du potentiel d’action 
des flbres du tissu de Purkinje (d’apres Noble, 1975) 

Les courbes montrent l'importante permeabilite membranaire 
au calcium impliquee dans le developpement du plateau. 

Un point tres important de la description faite par ces auteurs conceme l’existence 
d’un courant particulier, le courant pacemaker ou I k2 , du au potassium et qui est 
responsable de la depolarisation lente precedent le potentiel d’action dans les tissus 
automatiques 1 (voir § 2). Ce courant particulier est fondamental dans le fonction- 
nement du coeur car il est responsable de son activite auto-entretenue (auto- 
matisme). C’est en agissant sur ce courant pacemaker que s’effectue la regulation 
du rythme cardiaque par les systemes nerveux autonomes sympathlque ou 
parasympathiquc (voir § 2). 

L’adaptation de la theorie d’HODGKlN-HuXLEY aux fibres myocardiques ventri- 
culaires a ete publiee un peu plus tard, en 1977, par BEELER et REUTER. La portee 
generale et fondamentale de ce travail pour le muscle cardiaque nous conduit ä 
etudier ce modele en detail, de preference au modele precedent de ALLISTER et al. 
qui, bien que d’une conception tres elegante, conceme le tissu de conduction, c’est- 
ä-dire un tissu cardiaque beaucoup plus specialise. 

Beeler et REUTER distinguent dans leur modele quatre composantes dans le 
courant transmembranaire ionique global: 


1. On designe par tissus automatiques les tissus cardiaques susceptibles de generer spontanement 
une depolarisation. Le seul tissu presentant cette propriete dans les conditions physiologiques est 
le nceud sinusal dont les depolarisations spontanees entrainent en se propageant la contraction 
cardiaque (voir § 2 et figure 5). Cependant les fibres de Purkinje ou les cellules du nceud 
auriculo-ventriculaire peuvent egalement presenter cette propriete dans certaines conditions 
pathologiques. 
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1. un courant rentrant sodique i Na , dependant du potentiel et du temps, qu’ils 
appellent le courant rentrant sodique excitateur (excitatory inward Na + current), 

2. un deuxieme courant entrant i s (slow), se developpant plus lentement, principa- 
lement provoque par une entree d’ions Ca ++ . Ce courant joue un röle prepon- 
derant dans le developpement du plateau du potentiel d’action myocardique et il 
est responsable du couplage entre l’excitation de la fibre cardiaque (par son 
potentiel d’action) et sa contraction, 

3. un courant potassique sortant i kl , independant du temps, 

4. un courant potassique sortant i xl , dependant du potentiel et du temps. 

Le courant i s est responsable de la phase rapide de depolarisation du potentiel 
d’action, les autres courants determinant la configuration du plateau et la 
repolarisation. 

Pour modeliser le courant rentrant sodique i Na , BEELER et REUTER, mais aussi 
MC ALLISTER et al , ont conserve le parametre d’activation sodique m, determine 
pour l’axone geant par HODGKIN et HüXLEY (voir chapitre VIII, § 2.3). D’autre 
part, les experiences ont montre que la reactivation de i Na avait une constante de 
temps plus lente que son inactivation. Comme il etait impossible de simuler cette 
propriete en decrivant l’inactivation avec un parametre unique, BEELER et Reuter 
ont introduit un deuxieme parametre d’inactivation, le parametre j. Ce parametre 
traduit une dependance vis-ä-vis du potentiel similaire ä celle de la variable 
d’inactivation h (voir chapitre VIII, § 2.3), mais avec une constante de temps Tj 
differente. Dans ces conditions, l’expression du courant sodique i[ S j a est donne par 
la relation 2 : 

iNa = (gNa -m 3 -h-j+gNaC )( V m ~ E Na ) (1) 

La caracterisation du courant entrant lent i s a, selon les termes exacts de BEELER et 
REUTER, re§u plus d’attention au niveau experimental que toute autre composante 
du courant ionique. En effet, une longue controverse s’est developpee chez les 
electrophysiologistes sur le röle respectif des ions Na + et Ca** dans l’etablissement 
de ce courant. Les evidences experimentales [REUTER, 1973 ; REUTER & SCHOLZ, 
1976] ont conduit BEELER et REUTER ä considerer que le calcium etait majoritai- 
rement implique dans ce courant. Ils l’ont alors modelise comme un courant 
rentrant transitoire, contröle par de simples parametres d’activation et d’inacti- 
vation d et f, et dont la valeur est donnee par l’expression : 

i s =g7.d.f.(V m -E s ) (2) 

Nous avons mentionne plus haut le röle fondamental de ce courant, responsable ä 
la fois du retard ä la repolarisation et du couplage excitation-contraction de la fibre 
cardiaque. En effet, le potentiel d’action d’une fibre cardiaque est suivi d’une 
contraction qui represente de fait sa fonction princeps (figure 2). Le calcium 


2. Dans les equations qui suivent, les differentes variables g correspondent aux conductances 
ioniques membranaires de chaque ion considere, telles qu’elles ont ete definies dans le 
chapitre VIII. 
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entrant dans la cellule pendant le potentiel d’action se comporte alors comme un 
declencheur ( trigger ) qui induit un relargage important de calcium par le 
reticulum sarcoplasmique, selon un processus autocatalytique bien documente 3 
de calcium induced - calcium release (ou CICR en anglais). Cette liberation de 
calcium agit comme un Stimulus au niveau des proteines contractiles cardiaques en 
engendrant leur contraction 4 . 



Figure 2 - Relations entre le potentiel d’action et la tension mecanique 
d’une fibre ventriculaire montrant I'Initialisation de l’activite contractile 
pendant le plateau du potentiel d’action (d’apres Kavaler et al., 1965) 

Nous avons mentionne precedemment l’existence de plusieurs courants sortant 
potassiques. Alors que les travaux experimentaux de Mc Allister et al. sur les 
fibres de PURKINJE (tissu de conduction) indiquaient l’existence possible de quatre 
courants potassiques, BEELER et REUTER ont constate que seulement deux courants 
potassiques (i xl et i kl , precedemment cites) suffisaient ä rendre cornpte parfaitement 
du potentiel d’action au niveau du myocarde ventriculaire. En effet, ce tissu 
myocardique ne presente pas de depolarisations spontanees dans les conditions 
normales, contrairement aux fibres de PURKINJE qui peuvent recouvrer une activite 
automatique spontanee lorsqu’elles sont isolees. 


3. Pour plus de details sur le CICR voir : 

• au plan de la Physiologie : 

W.G. WlER & C.W. Balke - Ca** release mechanisms, Ca ++ sparks, and local control of 
excitation-contraction coupling in normal heart muscle. Circ. Res. 85,770-776 (1999). 

D.M. Bers - Cardiac excitation-contraction coupling. Nature 415, 198-205 (2002). 

• au plan des modeles theoriques : 

G. Dupont, J. Pontes & A. Goldbeter - Modeling spiral Ca ++ waves in single cardiac cells: 
role of the spatial heterogeneity created by the nucleus. Am. J. Physiol. 271, C1390-1399L 
(1996). 

G. Dupont & A. Goldbeter - Properties of intracellular Ca ++ waves generated by a 
modelbased on Ca ++ -induced Ca ++ release. Biophys.J. 67,2191-2204 (1994). 

G. Dupont & A. Goldbeter - One-pool model for Ca ++ oscillations involving Ca ++ and 
inositol 1 ,4,5-trisphosphate as co-agonists for Ca ++ release. Cell Calcium 14, 311-322 (1993). 

4. Sur la contraction musculaire et le role joue par le calcium, voir L. Hopie - The Heart. Physiology 
front cell to circulation. Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia-New York (1998). 
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BEELER et Reuter ont modelise ces deux courants potassiques, i xl et i kl , par les 
expressions : 

i -0 35b eQ^tVn.^)-! (V m +23) 

kl ’ e 0,08(V m +53) +e 0,04(V m +53) ’ \ _ e -0,04 (V m +23) 




La figure 3 met parfaitement en evidence l’excellente correlation existant entre les 
potentiels d’action enregistres experimentalement et ceux calcules ä partir de ce 
modele. 


application d'une impulsion depolarisante 



Figure 3 (d’apres Beeler & Reuter, 1977) 

a et b - resultats obtenus experimentalement sur le raccourcissement de la duree du 
potentiel d’action par application d’une impulsion depolarisante au debut du plateau 
c et d reconstructions mathematiques correspondantes en utilisant le modele de Beeler et 
Reuter 

Les differents modeles que nous avons mentionnes ont ete construits ä partir 
d’informations experimentales obtenues gräce ä la methode du voltage-clamp. 
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Nous avons vu au chapitre VIII (§ 2.2) que cette methode, mise au point par 
HODGKIN et Huxley dans le but de recueillir les informations necessaires au 
developpement de leur theorie, consiste ä imposer un echelon de potentiel au 
niveau membranaire afin d’etudier le comportement de celle-ci dans ces conditions 
imposees (application de courants transmembranaires, modification des conduc- 
tances ioniques). II parait important de rappeier qu’ä l’heure actuelle, meme si cette 
methode peut toujours etre utilisee, la methode du patch-clamp (chapitre VIII, 
§ 2.5) represente de plus en plus l’outil princeps de l’electrophysiologiste en 
permettant un changement d’echelle qui permet de passer du niveau de la 
membrane excitable ä celui du canal ionique. 


2. Genese et Propagation de l’excitation dans le cceur 

Le caractere rythmique et auto-entretenu (automaticite) des contractions du cceur 
est une propriete intrinseque de cet Organe, qui continue ä battre meme totalement 
extrait de la cage thoracique. Ce phenomene etait dejä connu au temps des 
Azteques : ceux-ci estimaient l’acceptation des sacrifices humains par leurs 
divinites en fonction du temps pendant lequel le coeur, arrache de la poitrine des 
sacrifies, continuait ä battre. Si la circulation coronaire 5 est assuree par une 
perfusion artificielle, le coeur isole est susceptible de conserver son activite 
rythmique pendant une periode de plusieurs heures. 

Le site de cet automatisme reside dans un tissu tres particulier, le noeud sinusal, 
egalement denomme noeud sino-atrial ou noeud de Keith et FlaCK, du nom des 
auteurs qui le mirent pour la premiere fois en evidence en 1906. Ce noeud sinusal 
est la remanence phylogenetique du sinus veineux des coeurs de vertebres 
inferieurs. C’est une petite structure (25 mm x 5 mm) situee dans l’oreillette droite, 
quasiment ä la jonction de la veine cave superieure (voir figure 5). 

Les potentiels d’action emis par cette structure sont tres particuliers (voir 
chapitre VIII, figure 5): 

y le potentiel de repos de ces cellules nodales est tres inferieur ä celui des cellules 
myocardiques (- 60 mV au lieu de - 90 mV), 

•/ la pente dV/dt de la phase initiale de depolarisation est beaucoup plus faible, 
y le plateau est absent, 

y la repolarisation du tissu est beaucoup plus graduelle. 

Cependant, la propriete principale des potentiels d’action de ces cellules 
pacemaker reside dans l’instabilite du potentiel de repos : des que celui-ci est 
atteint, ces cellules presentent une pente de depolarisation lente jusqu’ä une valeur 


5. Lectures de base sur la circulation : H.A. Fozzard, E. Haber, R.B. Jennings, A.M. Katz & 
H.E. Morgan - The Heart and cardiovascular System. Raven Press, New York (1986). 

J. SHEPERD & P, VANHOUTTE - The human cardiovascular System. Facts and concepts. 
Raven Press, New York (1980). 
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seuil oü le potentiel d’action se declenche. Cette phase de depolarisation lente est la 
signature absolue des tissus automatiques (eile apparait par exemple chez les 
cellules du tissu de PURKINJE isole au moment oü celles-ci recouvrent une 
fonction automatique). Cette pente de depolarisation lente est due ä l’existence 
specifique, chez les cellules pacemaker, d’une fuite potassique constante des 
qu'elles sont revenues ä leur potentiel de repos. Cette fuite potassique entratne une 
depolarisation membranaire en modifiant les concentrations intra- et extra-cellu- 
laires de potassium. Cette depolarisation membranaire se poursuit jusqu'ä une 
valeur seuil pour laquelle le potentiel d’action est declenche. 

La frequence de Polarisation de ces cellules pacemaker est contrölee par le Systeme 
nerveux autonome (figure 4). 


Action de l'acetylchollne : ralentissement cardiaque 



Action de l'adrenaline : acceleration cardiaque 



avant adrenaline 10 min apres action de l'adrenaline 

Figure 4 - Regulation de la frequence cardiaque par les Systeme nerveux 
sympathique ou parasympathique (d'apres Noble, 1975) 
a - le Systeme parasympathique (le neurotransmetteur est l’acetylcholine) agit en reduisant la 
pente de depolarisation. Le seuil d’activation est atteint plus tard, entraTnant un ralentis¬ 
sement de la frequence cardiaque. 

b - le Systeme sympathique (le neurotransmetteur est l’adrenaline) agit en augmentant la 
pente de depolarisation lente. Le seuil d’activation est atteint plus precocement entraTnant 
une acceleration de la frequence cardiaque. 
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Ce Systeme nerveux autonome intervient dans les regulations des grandes fonctions 
physiologiques dont la fonction cardiaque. 11 se compose des systemes sympa- 
thique et parasympathique qui agissent par l'intermediaire de mediateurs chimiques, 
respectivement l'adrenaline et l'acetyl-choline. Un tonus vagal 6 eleve (Systeme 
parasympathique) correspond ä une secretion accrue d’acetylcholine (voir 
chapitre X, § 3.1). Cette substance a pour effet de reduire la fuite potassique 
membranaire des tissus automatiques. La pente de depolarisation lente est reduite 
et le seuil de declenchement du potentiel d'action est atteint plus tardivement. La 
frequence cardiaque est diminuee. A l’inverse, un tonus sympathique accru 
correspond ä une augmentation de la secretion d’adrenaline (situations de stress, 
d’effort...) qui eleve la frequence cardiaque en augmentant la pente de depolari¬ 
sation lente (le seuil de declenchement est atteint plus rapidement). Ces actions 
antagonistes sur la frequence cardiaque sont representees sur la figure 4. 

Les potentiels d’action delivres par le noeud sinusal se propagent ä la musculature 
auriculaire adjacente puis sont transmis ä l’echelon ventriculaire par une structure 
specifique intrinseque au cceur denommee tissu de conduction ou tissu nodal, 
represente sur la figure 5 et dont les proprietes ont ete decrites au paragraphe 1 
[REUTER & SCHOLZ, 1976], Ces potentiels d’action sont ensuite transmis ä 
l’ensemble du myocarde, entramant la contraction cardiaque. 


nceud sinusal 


nceud auriculo-ventriculaire 
faisceau de His 

branche droite du 
tissu de conduction 


branche gauche du 
tissu de conduction 

fibres de Purkinje 



Figure 5 - Representation schematique du tissu de conduction cardiaque compose du 
nceud sinusal, du nceud auriculo-ventriculaire, du faisceau de His et des fibres de Purkinje 


6. Le terme vagal vient de la denomination de nerf vague correspondant ä l'ancien nom du principal 
nerf efferent du Systeme parasympathique, actuellement nomme nerf pneumogastrique (ou nerf X 
dans la numerotation conventionnelle des nerfs cräniens). 
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Dans la musculature auriculaire, l’activation associee aux potentiels d’action se 
propage ä une vitesse d’environ 1 m/s en suivant les fibres musculaires avant 
d’atteindre le noeud auriculo-ventriculaire (figure 5). 

Ce noeud auriculo-ventriculaire est prolonge par le faisceau de HlS, qui longe le 
cöte droit du septum interventriculaire sur environ 12 mm avant de se separer en 
deux branches droite et gauche (figure 5). Chaque branche se subdivise alors en un 
reseau complexe de fibres conductrices, les fibres de PURKINJE (ou reseau de 
PURKINJE), du nom de Jean-Evangeliste PURKINJE qui les decouvrit en 1839 ä 
partir de leur coloration particuliere en presence de lugol. 

Ces fibres de Purkinje se ramifient sur la surface endocardique 7 des deux ventri- 
cules. Leurs potentiels d’action sont du meme type que ceux des fibres myocar- 
diques ventriculaires, si ce n’est que leur duree est un peu plus longue et qu’elles 
sont capables de recouvrer des proprietes automatiques lorsqu’elles sont isolees. 
Par contre, c’est au niveau des fibres de PURKINJE que la vitesse de propagation 
des potentiels d’action dans le tissu cardiaque est maximale, pouvant atteindre 
4 m/s. Cette caracteristique permet d’obtenir une activation tres rapide de l’en- 
semble de la surface endocardique des deux ventricules. Les fibres de PURKINJE 
n’etant reparties qu’ä la surface de l’endocarde, Pactivation transmurale des ventri¬ 
cules (de l’endocarde vers l’epicarde 8 ) s’effectue le long des fibres musculaires 
ventriculaires ä une vitesse dix fois plus faible, de 0,3 ä 0,5 m/s. Le Schema de 
principe de l’activation cardiaque est represente sur la figure 6. 

Le noeud auriculo-ventriculaire est un element particulierement important de la 
conduction cardiaque. En effet, les oreillettes et les ventricules sont parfaitement 
isoles et le noeud auriculo-ventriculaire et le faisceau de HlS representent les seules 
voies possibles permettant aux potentiels d’action d’acceder de l’echelon auricu¬ 
laire ä l’echelon ventriculaire (les dysfonctionnements de ce Systeme de conduction 
atrio-ventriculaire, correspondant aux pathologies de bloc auriculo-ventriculaire, 
seront precisees dans le paragraphe suivant). 

Un autre röle tres important joue par ce noeud auriculo-ventriculaire est d’intro- 
duire un delai dans la transmission de l’activation entre le niveau auriculaire et le 
niveau ventriculaire (voir figure 8). Ce delai, compris entre 120 et 200 ms chez le 
sujet sain, permet un remplissage ventriculaire optimal pendant la contraction des 
oreillettes. Ce delai est dü ä la tres petite taille des fibres de jonction qui limitent la 
vitesse de conduction ä environ 0,05 m/s. 


7. La surface endocardique correspond ä la partie du muscle cardiaque (myocarde) composant 
l’interieur de la paroi ventriculaire ou endocarde. 

8. Par Opposition ä l’endocarde, l’epicarde correspond au tissu composant la surface externe de la 
paroi ventriculaire. 
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Figure 6 - Representation schematique de l’activation cardiaque (cceur vu de face) 

Le potentiel d'action se propage de l’oreillette ä la paroi interne des ventricules (endocarde) 
par le tissu de conduction. L’activation cardiaque se propage alors de l’endocarde, stimule 
par le reseau de Purkinje, ä l’epicarde, directement par le myocarde ventriculaire. Cette 
notion est importante car c’est au cours de cette propagation interventriculaire que se 
developpent les mecanismes susceptibles d’induire la fibrillation ventriculaire responsable 
de la majorite des cas de mort subite par arret cardiaque (voir § 3 du present chapitre sur 
les arythmies). 


3. De LA PROPAGATION des potentiels d’action 

Ä L’ELECTROCARDIOGRAMME 

Presentation de quelques arythmies cardiaques 

L’electrocardiogramme (ECG) fournit un Signal tempore! qui correspond ä la 
resultante de toutes les activites cellulaires electriques impliquees dans un 
battement cardiaque. Si les activites cellulaires sont de l’ordre de 100 mV, le Signal 
ECG n’est que de l’ordre de quelques millivolts pour le complexe QRS (voir 
chapitre VIII, § 1) qui en est la partie de plus grande amplitude. 

La Chronologie des differentes ondes apparait clairement sur la figure 7. On 
constate que l’onde P de l’ECG est associee ä l’activite auriculaire, tandis que les 
ondes QRS et T correspondent respectivement aux phases de depolarisation et de 
repolarisation de la masse ventriculaire. La correlation entre 1 Intervalle P-Q et le 
retard ä la conduction introduit par le nceud auriculo-ventriculaire est egalement 
parfaitement visible sur cette figure. 
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millisecondes 



Figure 7 ■ Enregistrement simultane de cinq potentiels d’action cellulaires 
au niveau de differents tissus cardiaques et profil d’un electrocardlogramme 

Les abreviations designent respectivement: SAN : nceud sinusal, AM : myocarde auriculaire, 
AVN : noeud auriculo-ventriculaire, PF : fibres de Purkinje, VM : myocarde ventriculaire. 

On remarquera : 

- la simultaneite de l'onde P et des phases de depolarisation des potentiels d'action 
auriculaires (la repolarisation auriculaire etant noyee dans le QRS), 

- la simultaneite du complexe QRS et des phases de depolarisation des potentiels d’action 
ventriculaires, ainsi que celle de l’onde T avec les phases de Polarisation ventriculaires. 

L’espace P-Q correspond au delai introduit par le nceud auriculo-ventriculaire (voir figure 8). 

Differentes perturbations dans la conduction des potentiels d’action au sein du tissu 
cardiaque peuvent conduire ä differentes arythmies observables sur l’ECG, consti- 
tuant ainsi un champ d’etude privilegie reliant traitement du Signal et analyse et/ou 
prevision des pathologies. Nous prolongerons les paragraphes precedents en 
presentant brievement en derniere partie de ce chapitre quelques situations 
pathologiques associees ä des modifications caracteristiques de la « signature 
temporelle » foumit par l’ECG. 
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Figure 8 - Enregistrements de potentlels extracellulaires selon sept sites 
proches de la region du nceud auriculo-ventriculaire et du faisceau de His 

Cet enregistrement montre bien le fait qu’une large part de l’intervalle entre la fin de l’onde P 
et le debut du complexe QRS correspond au passage de l’activation entre les niveaux 
auriculaire et ventriculaire (d’apres Scher etal, 1959). 

3 . 1 . ARYTHMIES SINUSALES 

Les arythmies sinusales correspondent ä une variabilite de la frequence des 
decharges du noeud sinusal, generalement due ä des perturbations du contröle de ce 
noeud par les systemes nerveux autonomes (action sur la pente de depolarisation 
lente precedemment decrite). La figure 9 presente des exemples d'ECG corres- 
pondant ä une tachycardie (acceleration) et ä une bradycardie (ralentissement) 
d’origine sinusale. On notera que les deflections P. QRS et T sont parfaitement 
normales. L’activation cardiaque s’effectue selon le Schema physiologique decrit 
precedemment. La frequence de cette activation est simplement ralentie ou 
acceleree. Seule la duree du cycle cardiaque est modifiee. 

3 . 2 . BLOCS AFFECTANT LA CONDUCTION AURICULO-VENTRICULAIRE 

Le noeud auriculo-ventriculaire etant la seule voie possible pour la propagation de 
l’activation des oreillettes aux ventricules, les troubles affectant ce tissu vont avoir 
des repercussions sur l’activation et donc sur la contraction ventriculaire. Ces 
troubles du rythme sont communement appeles « blocs auriculo-ventriculaires » et 
peuvent revetir differents niveaux de gravite. 
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Figure 9 - Differents rythmes sinusaux (d’apres Berne & Levy, 1967, droits reserves) 
a - rythme sinusal ; b - tachycardie sinusale ; c bradycardie sinusale 

On en distingue classiquement trois. 

■/ Les blocs dits du premier degre sont caracterises par une diminution de la 
vitesse de propagation dans le noeud auriculo-ventriculaire. Toutes les ondes P 
sont suivies d’un complexeQRS. Toutes les activations sont transmises au 
ventricule mais l’intervalle P-R s’est allonge. Un exemple de bloc auriculo- 
ventriculaire du premier degre est montre sur la figure 10. L’intervalle P-R est 
de 0,28 s alors qu’il est considere comme pathologique ä partir de 0,20 s. 

■/ Dans les blocs auriculo-ventriculaires du second degre, la perte de conduction 
est devenue teile que toutes les activations auriculaires ne peuvent plus etre 
transmises aux ventricules. Cette transmission est generalement d’l sur 2, mais 
peut etre de 1 sur 3 ou de 2 sur 3... Un exemple typique de bloc 1 sur 2 est pre¬ 
sente sur la figure 10. Une onde P est transmise et suivie d’un complexe QRS, 
alors que l’onde P suivante est parfaitement isolee, c’est-ä-dire non suivie d’un 
complexe QRS : eile n’engendre donc aucune contraction ventriculaire. 

-/ Dans les blocs auriculo-ventriculaires du troisieme degre, generalement ranges 
sous le vocable de blocs auriculo-ventriculaires complets, le noeud ne conduit 
plus et l’activation auriculaire ne parvient jamais au niveau ventriculaire. 
Theoriquement, ce type de bloc devrait etre immediatement letal puisque seules 
des contractions auriculaires peuvent dans ces conditions etre generees. En fait, 
comme nous l’avons vu precedemment, certaines cellules cardiaques du 
Systeme de conduction peuvent dans ces conditions particulieres recouvrer des 
proprietes d’automatisme, creant ainsi des pacemakers dits ectopiques suscep- 
tibles de generer une contraction ventriculaire totalement independante de celle 
des oreillettes (rythme dit idioventriculaire). 
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Figure 10 - Blocs auriculo-ventriculaires (d'apres Berne & Levy, 1967, droits reserves) 
a - bloc A-V du 1 er degre (Intervalle PR 0.28 sec.); b bloc A V du 2 e degre (1 sur 2) 
c - bloc A-V avec dissociation totale entre les ondes P et les complexes QRS 


Ce rythme idioventriculaire est generalement tres lent (frequence de 32 min“' dans 
l’exemple de la figure 10). II est tres instable et peut cesser de fa§on totalement 
subite et imprevisible, debouchant sur la syncope dite d’ADAMS-STOKES. Celle-ci, 
generalement mortelle, correspond ä un rythme suffisamment lent (quelques batte- 
ments par minute) pour etre assimilable ä un arret cardiaque. Ce type de Syndrome 
est ä l’heure actuelle quasi totalement eradique par la pose preventive de 
stimulateurs cardiaques implantables (pacemakers). 

Ce phenomene de bloc, decrit ici au niveau de la conduction auriculo-ventriculaire, 
peut affecter d’autres parties du tissu de conduction et plus particulierement les 
branches droites ou gauches du faisceau de His. On parlera alors de blocs de 
branche (droit ou gauche), dont les consequences sont beaucoup moins graves que 
les blocs auriculo-ventriculaires dans la mesure oü la conduction n’est dans ce cas 
affectee qu’apres transmission au myocarde ventriculaire qui est de toute fagon 
active, meme si cette activation est imparfaite. 

Les mecanismes cellulaires ä l’origine de ces blocs au niveau des tissus de 
conduction correspondent ä l’apparition d’une propagation discontinue conduisant 
ä un ralentissement global de la propagation au sein de ces structures. Des etudes 
en microelectrodes ont permis de montrer que l’on observe en fait une diminution 
de l’amplitude des potentiels d’action ainsi que du dV/dt de leur phase ascendante, 
parametres directement relies ä l’aptitude de se propager pour ces potentiels 
d’action et ä leur vitesse de propagation [JALIFE et al., 1999]. II a egalement ete 
possible de montrer un allongement du potentiel d’action ainsi qu'un retard ä la 
recuperation de l’excitabilite cellulaire, facteurs dus ä une desactivation lente du 
courant repolarisant i K apparaissant dans ce type de pathologies et allant dans le 
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sens d’une Prolongation importante de la periode refractaire. Des travaux recents 
effectues sur myocytes isoles tendraient ä montrer qu’un comportement non- 
lineaire observe au niveau de ces cellules pourrait egalement etre implique dans le 
developpement de ces pathologies [JALIFE et al., 1999]. 

3.3. Tachycardies d’origine ectopique 

Ces tachycardies sont provoquees par l’apparition d’un foyer ectopique au sein du 
tissu cardiaque, provoquant une contraction surnumeraire de ce dernier qualifiee 
d’extra-systole. Elles demarrent aussi brusquement qu’elle s’arretent et sont 
couramment rangees dans les troubles dits « paroxystiques » 9 . 

Les tachycardies paroxystiques ayant pour origine l’oreillette ou le noeud auriculo- 
ventriculaire sont difficiles ä distinguer et sont rangees dans les tachycardies 
paroxystiques dites « supraventriculaires ». Un electrocardiogramme illustrant ce 
type d’arythmie est represente sur la figure 11. Les complexes QRS sont normaux 
dans la mesure oü l’activation ventriculaire se fait par les voies de conduction 
physiologiques. II faut noter que lorsque la frequence supraventriculaire devient 
trop elevee, le noeud auriculo-ventriculaire devient incapable de conduire toutes les 
activations d’origine auriculaire. Un bloc du deuxieme degre est dans ce cas 
observe de fa$on simultanee. 

L’electrocardiogramme associe ä une tachycardie ventriculaire paroxystique est 
totalement different. En effet, le foyer ectopique etant maintenant d’origine ventri¬ 
culaire, l’activation des ventricules se fait selon des voies aberrantes et non plus 
selon les voies de conduction physiologiques. Dans ces conditions, les complexes 
QRS presentent une morphologie tres particuliere (figure 11). 
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Figure 11 (d’apres Berne & Levy, 1967, droits reserves) 
a - tachycardie paroxystique supraventriculaire ; b - tachycardie ventriculaire 


9. Troubles s’exprimant de fagon discontinue et imprevisible. La frequence d'apparition peut dans 
les cas extremes varier de plusieurs annees ä quelques heures 




































































































242 


Alain Bardou 


Les tachycardies ventriculaires paroxystiques sont beaucoup plus dangereuses que 
les arythmies supra-ventriculaires. En effet, l’activation ne passant plus par le filtre 
du noeud auriculo-ventriculaire, eile peut provoquer un veritable emballement de la 
frequence cardiaque (200 ä 250 par minute) qui risque de degenerer en fibrillation 
ventriculaire (voir ci-dessous), une arythmie letale frequemment precedee de 
tachycardies paroxystiques ventriculaires. 

Au niveau cellulaire, les principales causes de foyers ectopiques sont reliees ä 
l’ischemie qui touche tres rapidement les phenomenes ATP dependants de l’ATP et 
principalement le Systeme d’echange transmembranaire entre le Na + et le K + (dit 
pompe NA-K) dont resulte le gradient important de potassium responsable du 
potentiel de repos (voir chapitre VIII, equation de NERNST). La diminution 
resultant de la concentration [K + ] jnt chez ces cellules ischemiques entraine une 
diminution de leur potentiel de repos, qui les depolarise au voisinage du seuil oü 
elles deviennent susceptibles d’emettre spontanement un potentiel d’action. 


3.4. La fibrillation auriculaire ou ventriculaire 

La fibrillation est une arythmie tres particuliere qui consiste en une de-coor- 
dination totale des fibres cardiaques. Elle peut concerner le myocarde auriculaire 
ou le myocarde ventriculaire. Dans les deux cas, bien que chaque fibre conserve 
individuellement son activite contractile, leur desynchronisation totale fait que la 
resultante mecanique de cet ensemble de contractions est nulle : il en resulte globa- 
lement une absence de contraction organisee des oreillettes ou des ventricules. 

Dans le cas de la fibrillation auriculaire, l’oreillette ne se contracte pas et ne 
participe donc pas au remplissage ventriculaire. II n’y a pas d’ondes P sur l’electro- 
cardiogramme, celles-ci etant remplacees par des fluctuations irregulieres du 
potentiel (figure 12a). L’activation du nceud auriculo-ventriculaire est aleatoire. 
Elle survient ä des intervalles de temps qui peuvent etre tres variables d'un cycle ä 
l’autre, cette variabilite entre dans l’apparition des complexes QRS conduisant de 
ce fait ä une arythmie des contractions ventriculaires. Cependant, la fibrillation 
auriculaire n’a pas de consequences hemodynamiques 10 vitales. Elle peut etre 
supportee sur le long terme par les patients, sauf s’ils tolerent difficilement 
l’arythmie ventriculaire qui en resulte. 

Le contexte clinique est diametralement oppose dans le cas de la fibrillation ventri¬ 
culaire. II s’agit lä de l’arythmie cardiaque la plus grave, responsable de plus de 
90% des morts subites par arret cardiaque. 


10. L'hemodynamique s'applique ä l'ensemble des lois physiques regissant la circulation sanguine 
dans tous les compartiments concemes par la circulation sanguine. Elle conceme principalement 
les pressions intraventriculaires, arterielles et veineuses, la debitmetrie, la velocimetrie... 
(anciennement denommee la physique cardio-vasculaire). 
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Figure 12 (d’apres Berne & Levy, 1967, droits reserves) 
a - fibrillation auriculaire ; b - fibrillation ventriculaire 

La de-coordination des fibres ventriculaires (voir annexe) se traduit immediatement 
par absence de contraction des ventricules et donc par un arret de l’ejection du 
volume sanguin ventriculaire (figures 12b et 13). La pression arterielle chute 
immediatement ä une valeur nulle, la fibrillation etant assimilable ä un arret 
cardiaque. La connaissance des mecanismes cellulaires ä son origine reside 
principalement au niveau de la propagation de l’onde d’activation ventriculaire, 
dans la partie myocardique ventriculaire entre le niveau des fibres de PURKINJE ä 
l’endocarde et l’epicarde (figure 6). Ces mecanismes ont beaucoup ete etudies ä 
partir de methodes de modelisation au cours des dix demieres annees (voir annexe) 
et leur etude approfondie reste encore ä l’heure actuelle du domaine de la 
recherche. 

ECG fibrillation ventriculaire 


pression arterielle 



Figure 13 - Fibrillation ventriculaire (d'apres Tacker & Geddes, 1980) 

La chute de la pression arterielle ä zero et l’irreversibilite spontanee de la fibrillation 
ventriculaire apparaissent clairement dans cet exemple. 

Cette arythmie est spontanement irreversible. Le seul traitement actuellement 
efficace consiste ä administrer un choc electrique trans-thoracique de haute energie 
(200 ä 300 joules) et ce dans un delai maximum de trois minutes : au-delä de ce 
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delai, rinterruption de la circulation provoque des dommages cerebraux irrever¬ 
sibles. En contexte chirurgical, un choc electrique d’energie reduite (10 ä 30 joules) 
peut directement etre applique sur l’epicarde. 


4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Quand la fibrillation ventriculaire se produit en dehors du contexte hospitalier, les 
chances de survie sont excessivement faibles (moins de 5%) en fonction du 
contexte d’urgence dans lequel le choc doit etre administre. Ceci a conduit au 
developpement recent de defibrillateurs implantables chez les malades ambula- 
toires ä haut risque. Ce type de therapeutique, faisant appel ä la haute technologie, 
entre actuellement dans une phase de developpement. II est cependant certain que 
le but ul time des recherches sur la fibrillation ventriculaire sera d’atteindre le plus 
haut niveau de comprehension de ses mecanismes de declenchement et de maintien 
au sein du myocarde. 

D’importantes approches par methodes de modelisations ont ete developpees au 
plan de la comprehension des mecanismes generateurs de ces arythmies letales, 
principalement au cours de ces dix demieres annees, qui ont permis une avancee 
importante de la connaissance dans ce domaine demeure auparavant quasiment 
vierge. Ces methodes (voir annexe) ont principalement ete developpees ä partir 
d’automates cellulaires ou de modeles de type Fitzugh-Nagumo (dont le principe 
a ete expose dans la section conclusions et perspectives du chapitre VIII). 

Elles ont permis de montrer la puissance du potentiel explicatif et cognitif des 
methodes de modelisation dont les resultats theoriques, tant au niveau des 
automates cellulaires qu’au niveau des modeles de type FlTZUGH-NAGUMO ont ete 
parfaitement valides a posteriori par les resultats experimentaux. Ces elements 
plaident fortement en faveur de la poursuite et du developpement futur de ce type 
de methodes au niveau des phenomenes electriques cellulaires et de leur 
propagation tissulaire permettant d’affiner le niveau cognitif sur les mecanismes 
fins de declenchement de ce type d'arythmies. 

Parallelement ä ces phenomenes electriques, un champ nouveau s’ouvre ä la 
modelisation en cardiologie au niveau du couplage entre ces phenomenes elec¬ 
triques et les phenomenes mecaniques de contraction qu’ils engendrent. II apparait 
de plus en plus que les phenomene intracellulaires mis en ceuvre dans ce couplage 
sont d’une extreme complexite et que leur dysfonctionnement peut avoir des 
consequences importantes [Hopie, 1998 & Bers, 2002], Ces problemes donnent ä 
l’heure actuelle lieu ä de tres nombreux travaux experimentaux [WlER & BALKE, 
1999] et la porte est largement ou verte pour le developpement de travaux de 
modelisation importants dans ce domaine actuellement ä peine entrouvert par 
quelques precurseurs assez visionnaires tels que ceux de l’equipe d’Albert 
Goldbeter [Dupont & Goldbeter, 1993,1994 ; Dupont etal., 1996], 
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Enfin, l’etape ultime de ces perspectives de recherche consiste ä developper des 
modeles permettant de reconstruire l’organe cceur dans son integralite, de Techelon 
moleculaire ä celui du fonctionnement de P Organe entier. Elle permettra d’aborder 
de fa£on globale la comprehension, la caracterisation et l’interpretation de ces 
arythmies, dans le but de developper une Strategie de prevention de plus en plus 
precoce et efficace. Quelques tentatives sont ä l’heure actuelle mises en ceuvre 
[Hernandez et al., 2000 ; Noble, 2002], mais il ne s’agit que d’etapes tres 
preliminaires devant l’ampleur de cette täche qui permet d’envisager des 
perspectives de recherche multidisciplinaires durant plusieurs annees, ä moyen ou 
assez long terme. 
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Annexe IX 


Simulation d 'ondes de Propagation 

ETFIBRILLATION VENTRICULAIRE 

Alain Bardou 

L’etude des mecanismes responsables du developpement et du maintien de la 
fibrillation ventriculaire represente une tres bonne Illustration de l’apport des 
modeles theoriques dans certains domaines de la biologie et de la medecine, en 
l’occurrence ä la cardiologie. 

En effet, les mecanismes de la fibrillation ventriculaire sont longtemps demeures 
obscurs dans la mesure oü leur etude experimentale necessitait l’enregistrement de 
la propagation de l’onde d’activation au sein du myocarde ventriculaire, 
enregistrement qui n’a ete correctement realise que vers la fin des annees 1980. 

Face ä cette limite experimentale, certains auteurs ont tente de developper des 
approches theoriques dans le but d’etudier par Simulation les troubles de la 
propagation susceptibles d’intervenir au niveau du tissu cardiaque. 

La premiere methode utilisee pour tenter de realiser ces simulations a ete celle des 
automates cellulaires n . Elle a ete appliquee initialement dans l’etude du myocarde 
auriculaire par MOE et al . I2 , puis etendue ä celle du myocarde ventriculaire, 
principalement par Auger, Bardou et col. 13 ainsi que par Smith et Cohen 14 
dans le courant des annees 1980. 

A partir de cette methode, la demarche mise en ceuvre consistait ä introduire, au 
sein d’une matrice d’automates cellulaires de taille variable (typiquement de 


11. Voir L. Edelstein-Keshet - Mathematical Models in Biology. McGraw Hill (originally 
published by Random House/Birkhauser) (1998). 

12. G.K. Moe, W.C. Rheinboldt & J.A.A. Abildskov - Computer model of atrial fibrillation. Am. J. 
Heart 67, 200-220 (1964). 

13. P.M. Auger, A. Coulombe, M.C. Govaere, J.M. Chesnais, D. von Euw & A. Bardou - 
Computer Simulation of different mechanisms of ventricular fibrillation and defibrillation. Innov. 
Techno!. Biol. Med. 10,299-312 (1984). 

P.M. Auger, A. Bardou, A. Coulombe & J. Degonde - Computer Simulation of different 
mechanisms of ventricular fibrillation. Proceedings ofthe 9 ,h IEEE/EMBS International 
Conference, 171-174(1987). 

P.M. Auger, A. Bardou, A. Coulombe & J. Degonde - Computer Simulation of different elec- 
trophysiological mechanisms of ventricular fibrillation. Comput. in Cardiol. 87.527-530 (1988). 
P.M. Auger, A, Coulombe, P. Dum6e, M.C. Govaere, J.M. Chesnais & A. Bardou 
Computer Simulation of cardiac arrhythmias and of defibrillating electric shosks. Effects of anti- 
arrhythmic drugs. In : Non linear coherent structures in Physics and Biology. M. Remoissenet & 
M. Peyrard Eds. Lecture Notes in Physics 393,133-140, Springer Verlag, Heidelberg (1990). 

14. J.M. SMITH & RJ. Cohen - Simple Computer model predicts a wide ränge of ventricular 
dysrhythmias. PNAS 81, 233-237 (1984). 
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64x64 ä 512 x 512 elements), quelques cellules atypiques dont les proprietes 
etaient modifiees pour traduire leur reponse ä l’ischemie. La propagation simulee 
des ondes d’activation dans la matrice, resultant de ces modifications introduites au 
niveau de quelques cellules, permettait d’etudier par analogie les defauts de 
propagation dans le tissu ventriculaire. 

Ces travaux ont permis de montrer que certains precurseurs electrophysiologiques 
de la fibrillation ventriculaire, tels que les blocs unidirectionnels (voir § 3.2), 
avaient un effet majeur sur la propagation. Ils induisent un phenomene de retour sur 
elle-meme de l’onde incidente d’activation ventriculaire, developpant au sein du 
myocarde un vortex auto-entretenu qui, correspondant ä une de-coordination des 
fibres cardiaques, est assimilable ä une fibrillation ventriculaire (figure AIX.l) 15 . 


1 


J : 

_ 

L 




Figure AIX.l - Developpement d’un vortex dans le myocarde simule par automates 
cellulaires par introduction d’un bloc unidirectionnel (d’apres 15 ) 


15. P. Auger, A. Coulombe, M.C. Govaere, M. Chesnais, D. von Euw & A. Bardou - Computer 
Simulation of mechanisms of ventricular fibrillation and defibrillation. Innov. Technol. Biol. Med. 
10,299 312(1989). 
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Ce type de vortex correspondait en fait ä la premiere description d’un phenomene 
parfaitement connu ä l'heure actuelle sous le terme generique de « reentree ». De 
plus, il conduisait au developpement d’ondes spirales lorsqu’une propagation 
anisotrope dans les directions longitudinales et transversales (par rapport au sens 
des fibres cardiaques dans le myocarde) etait simulee (figure AIX.2). Ces 
phenomenes ont ete generalises ä l’ensemble des milieux excitables par MARKUS 
et Hess en 1990 16 . 



Figure AIX.2 - Developpement d’ondes spirales dans un myocarde simule par 
automates cellulalres en tenant compte des proprietes anisotropes du myocarde 

(d’apres 15 ) 

Parallelement, des modeles plus complexes, reposant sur des reseaux ä elements 
couples (coupled map lattices ), ont ete developpes pour simuler la propagation 
dans le tissu cardiaque. Dans ce cas, chaque cellule est decrite non plus par un 


16. M. Markus & B. Hess - Isotropie cellular automaton for modeling excitable media. Nature 347. 
56-58(1990). 
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automate cellulaire, mais par un Systeme d’equations differentielles derivees du 
modele theorique D'HODGKIN et HUXLEY 17 (8) (voir chapitre VIII). L’apparition 
de ces modeles a ete liee aux possibilites d’acces ä des moyens informatiques 
puissants permettant de traiter un grand nombre d’equations non-lineaires. Les 
Premiers modeles de ce type sont principalement: 

•/ le modele de VAN CAPELLE et DÜRRER 18 , base sur une version simplifiee du 
modele d’HODGKIN-HUXLEY qui introduit un parametre global d’excitabilite Y, 
representatif des parametres m, n et h (voir chapitre VIII, § 2), 

■/ les modeles de WlNFREE 19 , de THAKOR 20 et de ROBERGE 21 , utilisant les equa- 
tions de BEELER et REUTER 22 (voir § 1). Les resultats obtenus avec ces modeles 
ont parfaitement confirme les dynamiques de vortex et de reentrees mises en 
evidence par les automates cellulaires. 

Ce n’est qu’a posteriori que le developpement de methodes fiables de cartographie 
cardiaque (cardiac mapping) a permis de mettre en evidence experimentalement 
l’existence de ces phenomenes de reentrees en permettant l’enregistrement direct 
de cartes isochrones et isopotentielles au niveau du tissu cardiaque. La figure AIX.3 
donne un exemple de l’enregistrement direct de telles cartes isochrones au cours 
d’un episode de reentree 23 . 

L’existence des ondes spirales mises en evidence au niveau theorique par les auto¬ 
mates cellulaires des le milieu des annees 1980 (figure AIX.2) a ete remarquable- 
ment mise experimentalement en evidence au milieu des annees 1990 par le groupe 
de JALIFE sur lambeau ventriculaire de mouton ä partir de methodes de carto¬ 
graphie optique 24 . 

Des resultats plus recents utilisant les automates cellulaires concernent les reentrees 
de type percolation, provoquees principalement par la dispersion de la duree des 
potentiels d’action des cellules myocardiques ventriculaires au cours de l’infarctus 


17. A.L. Hodgkin & A.F. Huxley - A quantitative description of membrane current and its 
application to conduction and excitation in nerve. J. Physiol. 117,500-544 (1952). 

18. FJ. Van Capelle & D. Dürrer - Computer Simulation of arrhythmias in a network of coupled 
excitable elements. Circ. Res. 47,454-466 (1980). 

19. A.T. Winfree - Vortex action Potentials in normal ventricular muscle. Ann. N-Y. Acad. Sciences 
591,190-207 (1990). 

20. N. Thakor & L.N. Eisenman - Three-dimensional Computer model of the heart fibrillation 
induced by extrastimulation. Comput. Biomed. Res. 22, 532-545 (1989). 

21. F. Roberge, A. Vinet & B. Victori - Reconstruction of propagated electrica] activity in a 
two-dimensinal model of anisotropic heart muscle. Circ. Res. 58,461-475 (1986). 

22. G.W. Beeler & R.J. Reuter - Reconstruction of the action potential of myocardial ventricular 
fibers. Physiol. 268, 177-210 (1977). 

23. A. Bardou, P. Auger, R. Cardinal, P. Dumee, P.J. Birkui, D. von Euw & M.C. Govaere- 
Theoretical study by means of Computer Simulation of conditions in which extrasystoles can 
trigger ventricular fibrillation. Validation by epicardial mappings. J. Biol. Systems 1, 147-158 
(1993). 

24. A.M. Pertsov, J.M. Davidenko, R. Salomonsz, W.T. Baxter & J. Jalife - Spiral waves of 
excitation underlie reentrant activity in isolated cardiac muscle. Circ. Res. 72, 631-650 (1993). 
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du myocarde, raeme mineur 25 . Ces resultats theoriques semblent egalement sur le 
point d’etre cliniquement valides par la mise en evidence de plus en plus impor¬ 
tante du röle majeur de la dispersion de l’espace QT de l’ECG : directement lie ä la 
dispersion de la duree des potentiels d’action cellulaires du myocarde ventriculaire, 
ce facteur constituerait en effet Tun des signes precurseurs de la mort subite par 
arret cardiaque 26 . 




Figure AIX.3 - Enregistrement experimental par cardiac mapping d’un vortex 
de reentree sur myocarde ventriculaire canin consecutif ä un bloc transitoire 

(d’apres Bardou et a/., 1993) 

Seul le bord superieur est visible en fonction de la taille de la plaque d’enregistrement. 

D’autres types de modeles, principalement le modele de FlTZUGH-NAGUMO (voir 
Conclusions et perspectives du chapitre VIII) ont egalement ete appliques ä l’etude 
des phenomenes propages et de leur röle dans la genese de la fibrillation ventricu¬ 
laire. Les principaux travaux ä partir de ce type de modele ont ete developpes par 


25. A. Bardou, P. Auger & J.L. Chasse - Effects of local ischemia and transient conduction blocks 
on the induction of cardiac reentries. Int. J. Bifurcation Chaos 6, 1657-1664 (1996). 

26. C.S. Barr, A. Naas, M. Freeman, C.C. Lang & A.D. Struthers - QT dispersion and sudden 
unexpected death in chronic heart failure. Lancet 343,327-329 (1994). 

J. M. Clancy, C.J. Garrat, K.L. Woods & D.P. deBono - QT dispersion and mortality after 
myocardial infarction. Lancet 345,945-948 (1995). 

M.K. Batur, S. Aksoyek, A. Oto, A. Ylidrir, N. Ozer , E. Atalar, K. Aytemir, G. Kabakci, 

K. Ovunk, F. Oznem & S. Kes - Circadian variations of QT dispersion: is it a clue to moming 
increase of sudden cardiac death? Clinical Cardiology 22, 103-106 (1999). 
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Starmer et al . 21 pour etudier les phenomenes de vulnerabilite dans un milieu 
excitable et par PERSTOV et al. 21 , de l’equipe de Jose JALIFE, pour etudier les 
phenomenes de reentrees et le developpement d’ondes spirales induites par 
l’anisotropie cardiaque dans la genese de la fibrillation ventriculaire. Ces deux 
travaux ont donne des resultats originaux, notamment ceux de PERSTOV et al. qui 
ont permis de decrire au plan theorique des phenomenes de reentree tres 
particuliers (et lies de fa9on tres dangereuse ä l’anisotropie myocardique), 
parfaitement valides par l’experimentation menee a posteriori ä partir de travaux 
effectues en mapping optique sur lame mince de myocarde dejä abordes dans ce 
paragraphe 22 . 

Pour approfondir ces differents aspects de la modelisation cardiaque, le lecteur 
pourra se referer ä la revue generale de Bardou et al . 28 , contenant de nombreuses 
sources bibliographiques. 


27. C.F. Starmer, V.N. Biktashev, D.N. Romashko, M.R. Stepanov, O.N. Makarova, 

V.I. Krinsky - Vulnerability in a vulnerable medium: analytical and numerical studies of 
initiating unidirectional propagation. Biophys. J. 65, 1775-1787 (1993). 

28. A. Bardou, P. Auger, P. Birkui & J.L, Chasse - Modeling of cardiac electrophysiological 
mechanisms: from action potential genesis to its propagation in myocardium. CRC Critical 
Reviews in Biomed. Engin. 24, 141-221 (1996). 



Chapitre X 


Elements de Neurophysiologie 

Patrick Mouchet 


Toutes les fonctions exercees par le Systeme nerveux sont realisees gräce ä 
l’activite de cellules appelees neurones. Bien que ces fonctions soient tres diverses 
(motricite, contröle du milieu interieur 1 , fonctions cognitives par exemple), le 
neurone constitue une unite fonctionnelle dont les proprietes conditionnent 
fortement chacune de ces fonctions integrees. Le texte presente ici est destine ä 
donner une breve description des principales proprietes des cellules nerveuses. 
Notre objectif est que ce chapitre, associe au chapitre VIII, constitue pour le lecteur 
un corpus de connaissances de base lui permettant d’aborder ensuite les domaines 
particuliers de la neurophysiologie susceptibles de l’interesser. 


1. INTRODUCTION 


Ce chapitre s’interesse aux proprietes des neurones, que nous definissons non 
seulement comme les proprietes de cellules individuelles, mais egalement par les 
formes elementaires d’interconnections entre ces cellules. L'organisation de ces 
Connections a en effet une influence considerable sur la nature des operations 
effectuees par teile ou teile partie du Systeme nerveux. Parmi une multitude de 
telles operations, on peut mentionner l’exemple du debut de l’analyse des scenes 
visuelles par la retine ou encore celui de la sequence des commandes envoyees aux 
muscles lors de la marche, pour ne citer que deux fonctions primordiales pour la 
survie des especes terrestres. C’est pourquoi l’expose des caracteristiques 
fonctionnelles les plus importantes du neurone sera complete par la presentation de 
quelques elements de Connectivity. 


1. Le terme milieu interieur designe l’espace liquidien dans lequel vivent les cellules constitutives de 
l’organisme. II est forme ä partir du plasma sanguin. Sa stabilite et son adaptation aux 
modifications susceptibles d’affecter l’organisme (adaptation des besoins energetiques lors de 
l’effort, exposition prolongee au froid par exemple) sont donc vitales et l'ensemble des processus 
qui les assure est appele homeostasie. Le Systeme nerveux y participe de maniere importante (les 
exemples du contröle de la pression du sang dans les arteres et du contröle de la temperature 
corporelle peuvent etre mentionnes ici parmi beaucoup d’autres). 
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Avant d’aborder ces differents points, deux limitations de l’expose doivent etre 
indiquees. Tout d’abord, nous ne parlerons pratiquement pas des cellules gliales, 
cellules non-neuronales presentes aux cötes des cellules nerveuses en nombre plus 
grand que les neurones 2 . Cette limitation s’est imposee afin de ne pas alourdir ce 
chapitre, mais aussi parce que le role de ces cellules dans le traitement de 
rinformation vehiculee par les cellules nerveuses est encore fort mal connu. Par 
contre, ces cellules, qui forment ce qu’on appelle la glie, ont des fonctions 
d’entretien, en particulier nourricieres, bien etablies. 

La seconde limitation de cet expose est de presenter des exemples et des donnees 
chiffrees concernant essentiellement le Systeme nerveux des vertebres 3 . La raison 
de cette limitation est ä nouveau un souci de concision, mais eile est egalement 
justifiee par le fait que, en depit des differences importantes qui existent entre les 
systemes nerveux des vertebres et des invertebres 4 , ces deux systemes sont regis 
par des principes communs. 


2. Le NEURONE 

2.1. Principales caracteristiques 

Deux elements caracterisent le neurone et jouent un role determinant vis-ä-vis de 
ses proprietes fonctionnelles : ses particularites morphologiques et la presence 
d’une membrane excitable. La morphologie d’un neurone est d’une grande richesse 
et les classifications detaillees auxquelles eile donne lieu sont beaucoup plus qu’un 
simple divertissement d’anatomiste, car cette morphologie influence fortement la 
maniere dont un neurone donne traite et transmet les informations qu’il regoit. Les 
proprietes des membranes excitables ont dejä ete abordees en partie dans le 
chapitre VIII. Elles seront detaillees ä nouveau dans les paragraphes suivants dans 
le contexte de la propagation d’un influx nerveux. 

2.1.1. Morphologie 

Sur un plan morphologique, un neurone type est forme de deux parties : un corps 
cellulaire (le soma) et des prolongements membranaires appeles neuntes 
(figure la). 


2. B. Käst - The best supporting actors. Nature 412, 674-676 (2001). 

3. II y a toutefois deux exceptions a cette limitation : les processus de genese et propagation active 
des signaux nerveux sont decrits selon le formalisme propose par Hodgkin et Huxley ä partir de 
travaux effectues chez un invertebre (le calmar) et Texemple de reseau neuronal biologique 
presente en annexe est issu d’experiences effectuees chez les insectes. 

4. G. Laurent - Dendritic processing in invertebrates: a link to function. In : G. Stuart, 

N. Spruston & M. Häusser - Dendrites. Oxford Univ. Press, 290-309 (1999). 
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Figure 1 - Exempies de morphologies neuronales 

a - representation schematique d’un neurone. C = corps cellulaire. 
b - exemple de ramification terminale d’un axone 

c - arborisations dendritiques d’une cellule de Purkinje de cervelet (d’apres Rapp et al., 1994) 
d - arborisations dendritiques d’un neurone pallidal (d’aprös un dessin de J. Yelnik) 
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Les neuntes sont en general ramifies, un tronc primaire donnant naissance ä un 
nombre variable de branches. Quand on parle de cellule nerveuse sans plus de 
precision, on designe aussi bien le soma que ses prolongements. 

Le corps cellulaire, qui contient le noyau, est tout ä fait banal, tant par ses dimen- 
sions (de 10 ä 50 microns en moyenne pour son diametre) que par sa Constitution 
(voir chapitre I). Les prolongements membranaires sont en revanche specifiques du 
neurone. Ils se repartissent en deux groupes radicalement distincts, l’axone et les 
dendrites, qui possedent des fonctions differentes : 

■J les dendrites ont essentiellement une fonction de reception et de traitement des 
informations, bien que pour certains neurones ils puissent egalement assurer un 
röle de transmission, 

■/ l’axone sert ä transmettre vers d’autres cellules les informations traitees par le 
neurone. II correspond ä ce que l’on appelle communement la fibre nerveuse 
(voir chapitre VIII). 

Corps cellulaire et dendrites se trouvent dans la substance grise, oü ils forment les 
differents centres nerveux. Ces derniers correspondent donc ä une entite 
anatomique. Ils sont de formes et de tailles tres differentes. Certains sont au Service 
d’une seule fonction (la vision pour la retine par exemple), d’autres participent au 
contraire ä plusieurs fonctions. Une partie des axones constitue la substance 
blanche. Dans ce cas, ils sont entoures d’une gaine lipidique, la myeline, qui est 
formee par des cellules distinctes appartenant ä la glie. Cette gaine constitue un 
manchon cylindrique autour de chaque axone myelinise, manchon interrompu ä 
intervalles reguliers (tous les 0,5 mm environ). Ces breves interruptions portent le 
nom de noeuds de RANVIER : elles constituent les seules zones oü l’axone est en 
contact direct avec le milieu extra-cellulaire. Ces noeuds de Ranvier jouent un röle 
essentiel dans la propagation des signaux nerveux sur la fibre myelinisee (voir plus 
loin, § 2.2.2). 

In vivo, il n’existe qu’un seul tronc axonal primaire. Par contre, l’existence de 
ramifications axonales est la regle (figure lb). L’axone nait en general au niveau du 
corps cellulaire, mais dans un nombre appreciable de cas (au moins la moitie des 
neurones dans certaines parties du cerveau) cette naissance peut se produire aussi 
au niveau d’un dendrite. 

Les troncs dendritiques primaires sont au contraire generalement multiples. Les 
dendrites sont tres souvent ramifies, mais ce n’est pas toujours le cas. En outre, il 
existe deux grandes categories de dendrites, qualifies respectivement de lisses et 
epineux. Les dendrites epineux sont appeles ainsi car ils portent de petites 
excroissances membranaires ayant l’aspect d’epines en microscopie optique. En 
fait, leur examen en microscopie electronique montre qu’ils ont une forme plus 
arrondie. Ces epines, qui sont toujours une zone de contact interneuronale, ont 
vraisemblablement une grande importance fonctionnelle, notamment dans les 
täches d’apprentissage. Les dendrites d’un meme neurone sont soit tous lisses, soit 
tous epineux (de tres rares epines peuvent toutefois s’observer sur certains 
dendrites lisses). 
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Tout en se conformant ä la morphologie typique qui vient d’etre decrite, les 
neurones se caracterisent egalement par une tres grande variabilite de leurs 
morphologies. 

En plus de la distinction lisse-epineux dejä mentionnee, la diversite des dendrites 
est considerable, liee surtout ä des differences dans la geometrie de leurs 
arborescences. La diversite geometrique des arbres dendritiques est utilisee pour 
classer les neurones selon des familles, d’une maniere analogue aux classifications 
utilisees en botanique pour decrire la morphologie des arbres et autres especes 
vegetales arborescentes (figure lc et d). Chaque famille est specifique d’un centre 
nerveux particulier (cellules pyramidales du cortex cerebral, cellules de PURKINJE 
du cortex cerebelleux), tandis que chaque centre contient le plus souvent d’autres 
especes neuronales (il existe ainsi egalement dans le cortex cerebelleux des cellules 
en panier, des cellules etoilees, des cellules dites granulaires). La longueur des 
dendrites n’est jamais importante. Les plus longs depassent rarement 1 mm et 
beaucoup de types cellulaires ont des dendrites de l’ordre de 500 |im ou moins de 
longueur maximale. 

La variabilite des axones s’observe au contraire d’abord de maniere frappante par 
des differences de longueur qui couvrent un large eventail de valeurs entre deux 
situations extremes. L’axone peut etre tres court (reduit ä zero meme, car il existe 
des neurones sans axone) ou immensement long. Ils peuvent atteindre plusieurs 
metres pour les axones sensitifs de certaines especes et environ deux metres chez 
l’homme, ce qui est enorme pour des elements dont le soma a des dimensions 
usuelles pour une cellule (une taille de quelques dizaines de micrometres), le 
diametre axonal n’excedant pas 6 pm. 

Ces differences considerables dans la longueur axonale permettent une Classifi¬ 
cation simple et fort utile des cellules nerveuses en interneurones, dont l’axone, 
necessairement court, reste confine dans la structure oü se trouve le soma, et en 
neurones de projection, dont l’axone sort au contraire de la structure d’origine pour 
se rendre dans un autre centre nerveux (figure 2). D’un type neuronal ä l’autre, il 
existe egalement d’importantes differences portant sur le diametre des axones et 
sur la forme et le nombre de leurs branchements. 


Figure 2 

Interneurones et neurones de projection 

L’interneurone i a un axone confine dans le centre A. 
p est un neurone de projection du meme centre, qu’il 
met en relation avec le centre B. Le trait pointille 
indique qu’un neurone de projection peut emettre des 
collaterales axonales locales lui permettant d’agir 
aussi sur les cellules de A. 
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Dans la tres grande majorite des cas, l’axone se termine ä proximite d’autres 
cellules nerveuses auxquelles il communique les informations qu’il a vehiculees. 
Toutefois, certains axones se terminent au contact de cellules non nerveuses, 
comme des fibres musculaires ou des cellules secretrices. 

2.12. Autres caracteristiques des neurones 

Les proprietes metaboliques des neurones sont les memes que celles des cellules 
non-nerveuses. Les organites qu’ils contiennent sont egalement les niemes que 
ceux des autres cellules (voir chapitre I). Deux points sont cependant ä 
mentionner: 

/ chez l’adulte, on a longtemps admis que les neurones ne pouvaient plus se 
diviser, cette caracteristique se retrouvant chez l’autre type cellulaire pourvu 
d’une membrane excitable, la cellule musculaire. Une consequence directe de ce 
principe est une decroissance continuelle du nombre de neurones ä partir de 
Lage adulte, puisque les cellules mortes ne sont pas remplacees. Depuis 
quelques annees, des exceptions ä cette regle sont progressivement decouvertes 
sans que l’on puisse encore en estimer l’ampleur ni les consequences fonc- 
tionnelles. En revanche, la capacite ä bourgeonner qu’ont certaines terminaisons 
axonales est bien etablie. Ces bourgeonnements peuvent ainsi se substituer ä des 
terminaisons voisines disparues par mort cellulaire. 

J les prolongements neuronaux, et en particulier l’axone, sont parcourus en 
permanence par un flux bidirectionnel de matiere, soit anterograde (du soma 
aux extremites), soit retrograde (des extremites au soma). Ces flux sont 
regroupes sous le terme de flux axoplasmique, compte tenu de leur amplitude au 
niveau axonal, oü ils sont tres faciles ä mettre en evidence. Le flux axoplas¬ 
mique a un röle nourricier et tres certainement aussi un röle de Signalisation 
biochimique. Son importance experimentale est grande, car il constitue chez 
1’animal la source essentielle des donnees concernant l’anatomie des 
connexions nerveuses (voir § 4.4). 

2.2. Proprietes electriques des neurones 
2.2.1. Structure electrotonique 

Les proprietes electriques des neurones sont extremement importantes, car les 
operations de traitement et de propagation de Einformation specifique vehiculee 
par ces cellules reposent sur elles. 

Comme pour toute cellule, la membrane plasmique du neurone est polarisee 
electriquement. Elle separe un milieu intra-cellulaire d’un milieu extra-cellulaire 
ayant un potentiel electrique plus eleve. Cette difference de potentiel (introduite au 
chapitre VIII) est appelee potentiel de repos (PR). Le PR est de V ordre de quelques 
dizaines de millivolts et, pour les neurones, il se situe en moyenne autour de - 60 ä 
- 70 mV. Le milieu extra-cellulaire est considere comme iso-potentiel. 
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Le PR est du ä l’existence d’une permeabilite selective de la membrane, qui ne 
laisse passer que certains ions, creant ainsi une distribution inhomogene des 
charges electriques de part et d’autre de la membrane (voir chapitre VIII). 
Certaines especes ioniques sont particulierement concemees par cette permeabilite 
selective. Ainsi les ions sodium, calcium et chlore sont en sur-concentration dans le 
milieu extra-cellulaire, alors que le milieu intra-cellulaire est sur-concentre en ions 
potassium. La membrane est tres peu permeable aux ions sodium, calcium et 
potassium, sans etre pour autant infranchissable par ces ions. II existe donc des 
mecanismes de transports actifs, gros consommateurs d’energie, qui maintiennent 
en permanence l’inhomogeneite de la distribution des charges, assurant sur le long 
terme la polarisation de la cellule. Des augmentations transitoires des mouvements 
trans-membranaires de ces ions sont ä l’origine de courants (voir chapitre VIII) sur 
lesquels reposent les capacites de Signalisation des neurones. 

La description des proprietes electriques du neurone fait appel ä une representation 
qu’on a l’habitude d’appeler Circuit electrique equivalent ä la membrane (voir aussi 
la figure 6 du chapitre VIII). Dans cette representation (figure 3), chaque element 
de membrane est assimile au Circuit forme par une capacite placee en parallele avec 
une resistance, cette derniere etant en serie avec une batterie qui represente 
l’inhomogeneite de la distribution trans-membranaire des charges, puisque celle-ci 
est en dernier ressort la source de la force electromotrice responsable des courants 
trans-membranaires. 


milieu extra-cellulaire 



E r - generateur du potentiel 
trans-membranaire 

r m - resistivite membranaire (fl. cm 2 ) 

c m - capacite membranaire par unite de 
surface de membrane (pF/cm 2 ) 

r a - resistivite intra-cytoplasmique (fl.cm) 


Figure 3 - Schema representatif du Circuit electrique equivalent ä la membrane 

Ce dispositif met en relation les milieux intra- et extra-cellulaires. Les differents 
elements de membrane ainsi representes sont couples longitudinalement par des 
resistivites qui modelisent les proprietes electriques du cytoplasme. La resistivite 
membranaire est beaucoup plus elevee que la resistivite intra-cytoplasmique. 
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Ce Schema equivalent rend compte des courants electriques propages sur les 
dendrites et le long des axones 5 . Ces courants sont physiologiques (intrinseques) 
ou imposes artificiellement: 

/ le premier cas correspond ä l’activite physiologique des neurones, au cours de 
laquelle des charges franchissent d’abord la membrane au niveau des zones de 
communication intemeuronales, les synapses (voir § 3), 

■/ le second cas correspond ä une injection experimentale ou ä visee therapeutique 
de charges electriques, que cette injection se fasse dans le milieu extra-cellulaire 
ou ä l’interieur meme du neurone. 

Dans tous les cas, les courants sont propages selon un processus qui depend du 
modele theorique represente par le circuit equivalent decrit plus haut. L’ecriture de 
la loi de Conservation des courants au niveau d’un element cylindrique de fibre 
modelise par ce circuit permet d’etablir l’equation qui regit leur propagation dans 
les neuntes. II s’agit de ce qu’on appelle l’equation du cäble: 

Ä. 2 f^-T^- V = ° (1) 

3x 2 8t 

oü : V (en mV) represente la difference entre le potentiel trans-membranaire et le 
potentiel de repos (PR). Pour alleger la formulation, dans toute la suite on 
dira potentiel trans-membranaire en parlant de V, mais en gardant ä l’esprit 
qu’il s’agit en fait de l’ecart de ce potentiel par rapport ä sa valeur de repos. 
Cette simplification est justifiee par l’homogeneite du potentiel electrique du 
milieu extra-cellulaire [RALL,1977], 

X est la constante electrotonique spatiale du neurite. Elle correspond ä la 
distance qu’une Variation de V, due ä un courant stationnaire, doit parcourir 
pour etre attenuee ä 1/e de sa valeur. Elle represente aussi la longueur du 
cylindre neuritique pour laquelle la resistance axiale est egale ä la resistance 
membranaire. Pour une portion de dendrite de longueur 1, on appelle 
longueur electrotonique L le rapport 1/ X, 
x est la constante de temps membranaire. 

Le temps t est exprime en ms et x (en cm) represente la position, sur le neurite, du 
point oü V est evalue. 

L’examen montre que trois grandeurs electriques regissent le comportement 
electrique de base du neurone ; r a , r m et c m (figure 2). 

■/ r a (en II .cm) est la resistivite intra-cytoplasmique du neurite. Elle caracterise la 
resistance ä l’ecoulement longitudinal des courants dans les prolongements 


5. Ce Schema electrique rend compte aussi de la propagation au niveau du corps cellulaire, mais 
c’est sur les dendrites que se fait l’essentiel du traitement de 1’information. A leur niveau, traite- 
ment et propagation sont en fait indissociables. Notons egalement que la geometrie. equi valente ä 
une longue chaine de cylindres presentant des bifurcations, interfere tres fortement avec les 
proprietes du circuit electrique elementaire. Ce Schema est une forme plus simple de celui 
presente sur la figure 6 du chapitre 8 comportant, en plus, les resistances R K et R Na qui dependent 
du potentiel V (defini plus loin), alors que la resistance R L correspond ä la resistance designee ici 
P ar r m (figure 3). 
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neuronaux. Elle est constante pour un meme neurone et varie peu d’un neurone 
ä un autre, 

•/ c m (en F/cm 2 ) est la capacite specifique de la membrane, c’est-ä-dire la capacite 
d’une unite de surface membranaire, 

■/ r m (en Q .cm 2 ) traduit la resistivite membranaire (c’est en fait la resistance d’une 
unite de surface de membrane) ; eile peut beaucoup varier d’un neurone ä un 
autre. 

Les parametres (X, x) de l’equation du cäble s’expriment comme des combinaisons 
de ces trois grandeurs electriques et de la geometrie du neunte, avec : 

1 F) r 

X = — — , D etant le diametre du neurite, 

V 4 r a 

^ — tmC m . 

Contrairement ä la resistivite intra-cytoplasmique r a qui est une constante pour le 
neurite considere, la resistivite membranaire r m peut varier d’une region ä une autre 
du neurone, ainsi qu’au cours du temps. Cela fait de r m une grandeur cle pour la 
regulation de l’activite neuronale. En fait, le röle de r m est encore plus crucial car sa 
valeur peut dependre de V. Cette eventuelle dependance de r m vis-ä-vis de V induit 
un comportement electrique non-lineaire du neurite. 

Pour caracteriser le comportement electrophysiologique de la cellule nerveuse, des 
parametres morphologiques doivent etre consideres en plus de ces grandeurs elec¬ 
triques. Outre le diametre D, apparaissant dejä dans l’expression de la constante 
electrotonique, la longueur et le nombre des dendrites, ainsi que la surface du soma 
sont ä prendre en compte. Ces parametres sont evidemment tres variables d’un 
neurone ä un autre et, pour ce qui est des dendrites, d’une partie du neurone ä une 
autre. L’ensemble forme par r a , c m et r m d’une pari et les parametres morpholo¬ 
giques d’autre pari, determine ce qu’on a coutume d’appeler la structure electro¬ 
tonique du neurone. 

Physiologiquement, le comportement du neurone est donc decrit entierement par 
l’evolution d’une seule grandeur, la difference de potentiel trans-membranaire V. 
Pour des raisons de commodite experimentale, celle-ci est en general enregistree au 
niveau du corps cellulaire, sa mesure au niveau des neurites etant en effet d’une 
grande difficulte. 

Selon les conditions de mise en jeu auxquelles on s’interesse, un terme decrivant 
soit un courant experimentalement injecte dans le neurone, soit les courants 
synaptiques (voir § 3.2.1) est ajoute dans l’equation du cäble. 

22.2. Phenomenes regeneratifs 

On sait depuis longtemps que certaines portions de la membrane neuronale ont une 
resistance qui depend du voltage, mais on pensait que cette propriete ne concemait 
que la membrane du soma et celle de l’axone, oü les consequences du phenomene 
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ont ete bien etudiees. On sait maintenant que, pour beaucoup de neurones, la resis- 
tance membranaire des dendrites depend egalement du voltage trans-membranaire. 


Le mode de propagation des modifications de potentiel trans-membranaire qui 
s’observe alors est appele « propagation active » ou « mode de propagation regene- 
ratif ». II reste toutefois utile de caracteriser le comportement des dendrites en mode 
lineaire, ce que les physiologistes ont l’habitude d’appeler « propagation passive 
des potentiels trans-membranaires », brievement decrite au paragraphe precedent. 

La dependance de la resistance membranaire vis-ä-vis du voltage est due ä la 
presence dans cette demiere de proteines dont la conformation depend du voltage 
trans-membranaire. Ces proteines sontdes canaux ioniques dont les proprietes 
dependent en effet de la difference de potentiel de part et d’autre de la membrane. 
Les proprietes de ces canaux et leurs consequences sur l’electrophysiologie cellu- 
laire ont ete decrites dans le chapitre VIII consacre ä l’electrophysiologie cardiaque 
et nous n'y reviendrons pas ici. La nature des phenomenes est en effet la meme, 
qu’il s’agisse de la fibre musculaire ou du neurone. Par contre, les differences 
portent sur l’identite des canaux impliques et les cinetiques associees, ainsi, natu¬ 
rellement, que sur le röle physiologique du processus de propagation : declen- 
chement de la contraction mecanique pour le muscle, traitement et transmission de 
1'Information pour le neurone. 


Qu’il s’agisse de fibres musculaires (lisses, striees, cardiaques) ou de prolonge- 
ments neuritiques, la presence de canaux ioniques se traduit par une modification 
de l’equation du cäble de maniere ä introduire les courants engendres par 
l’ouverture de ceux-ci. L’equation initiale (1) devient alors : 


D 1 3 2 V 
4 r a 3x2 


3V T 

3T" Ihh 


= 0 


( 2 ) 


oü I HH represente les courants membranaires dus ä la presence des canaux. Cette 
equation caracterise le mode de propagation regeneratif. L’indice HH rappelle le 
travail fondateur de HODGKIN et HUXLEY qui eluciderent ces mecanismes ä la fin 
des annees 1940. Ils proposerent alors un formalisme qui reste un tres bon modele 
des courants dependants du voltage. Selon ce formalisme (voir aussi chapitre VIII, 
§ 2 ): 

Ihh = Xgi rn i P h i q (V — VQ 

i 

oü : i designe l’ion dont les deplacements contribuent au courant total , 

i 

gi est la conductance maximale associee au canal considere. Elle est fonction 
de la conductance maximale des canaux individuels et de leur densite, 
nij et h, sont respectivement les variables d’activation et d’inactivation, 
p et q designent des nombres entiers qui caracterisent d’un point de vue 
phenomenologique la structure du canal considere (voir chapitre VIII, § 2). 

V; designe le potentiel d’equilibre de l’ion conceme. 
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Nous renvoyons le lecteur au chapitre VIII oü la signification et le röle de nij et h ; 
vis-ä-vis du courant engendre par l’ouverture du canal conceme ont ete detailles. 

Les neurones se caracterisent par une tres grande diversite de canaux, diversite qui 
se manifeste surtout au niveau des dendrites et du corps cellulaire. Les types de 
canaux trouves sur les axones sont bien moins nombreux, mais les canaux 
impliques y sont presents ä de tres fortes densites, en particulier les canaux 
sodiques. C’est sur les prolongements axonaux que l’excitabilite de la membrane se 
manifeste de la maniere la plus evidente. 

A ce niveau axonal, les canaux permettent une propagation non-attenuee des 
variations de potentiel trans-membranaire et par consequent la transmission rapide 
de signaux sur des distances qui peuvent etre longues (voir § 2.1). Ces variations 
sont des potentiels d’action qui naissent ä la partie initiale de l’axone (ä proximite 
du soma). Les canaux responsables du phenomene sont tres semblables ä ceux 
decrits dans les travaux initiaux de Hodgkin et Huxley (voir chapitre VIII), ä 
savoir des canaux sodiques ä ouverture rapide, qui sont particulierement denses 
dans la membrane axonale, et des canaux potassiques, dits de rectification 
retardee. 

Les canaux sodiques se distribuent soit de maniere continue, soit lorsque l’axone 
est pourvu d’une gaine de myeline, en agregats situes au niveau des nceuds de 
RANVIER (voir § 2.1.1). Toujours au niveau de l’axone et de ses extremites, un 
potentiel d’action (PA) ne depend que des proprietes de la fibre, et tout particu¬ 
lierement de la densite et de la nature des canaux. Une consequence cruciale de 
cette propriete est que deux PA ne sont pas distinguables Tun de l’autre : c’est 
l’organisation temporelle des PA, souvent reunis en trains d’ondes, qui est porteuse 
d’information (figure 4b). Les parametres pertinents de cette Organisation tempo¬ 
relle (frequence moyenne, instants precis de generation des PA par exemple) font 
toujours l’objet de debats dont l’enjeu est tres important car ils concernent 
directement la maniere dont l’information est codee dans le Systeme nerveux. 

Cette Organisation temporelle des PA depend notamment de la composition en 
canaux dependant du voltage de l’ensemble somato-dendritique. Nous avons dejä 
souligne que les canaux dendritiques et somatiques voltage-dependants sont d’une 
plus grande diversite que ceux portes par l’axone. Leurs differences de repartition 
d’un neurone ä un autre et sur les dendrites d’une meme cellule nerveuse sont 
encore tres imparfaitement connues, de meme que les consequences physiologiques 
de leur presence. II en sera ä nouveau question dans le passage consacre aux effets 
des Communications entre neurones, mais un point important peut dejä etre 
mentionne : ä la difference de ce qui se passe au niveau de l’axone, les courants 
engendres par l’ouverture des canaux dendritiques ne declenchent pas 
necessairement des potentiels d’action sur les dendrites, bien qu’ils affectent la 
propagation des variations de potentiel trans-membranaire sur ces structures. 
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Figure 4 - Princfpaux evenements electrophyslologiques 

a - potentiel d’action enregistre dans un neurone pallidal de rat (d’apres Lavin & Grace, 1996) 
b - deux modes d’emission differents des PA enregistres au niveau de la meme structure 
(d’apres Lavin & Grace, 1996) 

c - potentiel post-synaptique excitateur enregistre au niveau d'un neurone cortical (d’apres 
Thomson et al., 1988) 

d - potentiel post-synaptique inhibiteur enregistre au niveau d'un neurone hippocampal 
(d’apres Miles & Wong, 1984) 


3. Communications entre neurones 


L’immense majorite des Communications entre neurones semble de nature 
chimique, bien que des Communications electriques soient egalement connues. 
Pour cette raison, c’est uniquement de la forme chimique des relations inter¬ 
neuronales qu’il sera question ici. 

Ces Communications se font, on l’a dit, au niveau de zones de contact appelees 
synapses. 


3.1. Synapses etfonctionnement synaptique 

3.1.1. Position et morphologie des synapses 

Le terme synapse designe toute la zone mettant en relation deux neurones. Elle 
comprend donc une region pre-synaptique qui contient les neurotransmetteurs et 
une region post-synaptique, qui appartient au neurone cible. L’element pre- 
synaptique se caracterise par un renflement. Un tel renflement est toujours present 
ä l’extremite terminale de l’axone ou d'une branche axonale. II prend alors le nom 
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de bouton synaptique (figure 5a). Mais on peut egalement observer ces renflements 
le long du trajet axonal, oü ils sont appeles varicosites. Qu’il s’agisse d’un bouton 
ou d’une varicosite, l’element prd-synaptique contient un grand nombre de 
structures vesiculaires, les vesicules synaptiques, ä l’interieur desquelles le neuro- 
transmetteur est fortement concentre. Les vesicules sont formees ä partir de la 
membrane du neurone et ont un diametre allant de 30 ä 150 nm. 

L’element post-synaptique est reperable par la presence d’une densification de 
la membrane cellulaire dans la zone synaptique. La membrane pre-synaptique 
presente parfois, eile aussi, un epaississement. Cette eventualite est ä la base de la 
Classification morphologique des synapses en deux groupes : 

•/ les synapses asymetriques, oü seul existe l’epaississement membranaire post- 
synaptique, 

</ les synapses symetriques, pour lesquelles la membrane pre-synaptique est 
egalement epaissie. 

Un interet de cette subdivision reside dans la correlation fonctionnelle qui lui est 
associee : les synapses asymetriques sont souvent excitatrices et les symetriques 
souvent inhibitrices. Cette Opposition ne doit pas etre consideree comme une regle 
absolue (notamment pour les synapses symetriques), mais comme une indication 
importante foumie par la morphologie ä eile seule. 

Elements pre- et post-synaptiques sont separes par l’espace synaptique, dont 
l’etendue va de 25 ä 50 nm, alors que la surface de contact entre les deux elements 
est d’environ 1 pm 2 . 

Certaines terminaisons, et surtout certaines varicosites, ne sont pas en contact etroit 
avec un element post-synaptique identifiable. Celä se voit surtout dans l’innerva- 
tion de certains Organes comme les vaisseaux sanguins, mais aussi dans le Systeme 
nerveux central. On ne peut plus alors parier de synapses au sens strict, mais le 
transmetteur libere par l’axone n’en agira pas moins sur une (ou plusieurs) cel- 
lule(s) cible(s), qu’il atteindra apres avoir diffuse ä partir de son site de liberation. 

3.12. Les differentes familles de neurotransmetteurs 

La tres grande majorite des cellules nerveuses contient et utilise plusieurs especes 
moleculaires neurotransmettrices differentes (voir encadre). 

Pour qu’un neurone puisse utiliser un neurotransmetteur, il faut qu’il dispose de la 
machinerie de synthese specifique de ce compose. Cette machinerie est constituee 
d’enzymes. Selon l’origine du substrat de ces enzymes deux cas peuvent se 
presenter. Dans le premier cas la source du substrat est exterieure au neurone (c’est 
alors generalement l’un des acides amines apportes ä la cellule). L’identite neuro- 
chimique du neurone lui est alors conferee par le ou les genes dont l’expression se 
traduit par la synthese des enzymes agissant sur le substrat, puis ses derives 6 . Dans 


6. On peut rattacher ä ce cas celui du glutamate et de la glycine, qui sont des acides amines utilises 
comme neurotransmetteurs par de tres nombreux neurones. Ces substances font aussi partie des 
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l’autre cas le substrat est endogene : c’est une proteine, ou un fragment proteique 
synthetise par la cellule. Comme precedemment, des enzymes specifiques vont 
transformer ce precurseur (par des clivages par exemple) pour aboutir au 
transmetteur lui-meme (qui sera alors un peptide). Deux familles de genes devront 
donc etre exprimees, celle responsable de la Synthese du precurseur s’ajoutant ä 
celle qui commande la Synthese des enzymes transformant celui-ci. 


Neurotransmetteurs et neurotransmission 

Les neurones synthetisent et liberent une grande variEtE de substances capables d'agir 
sur d'autres cellules (qui sont dans 1’immense majoritE des cas d'autres neurones. mais 
parfois aussi des cellules musculaires ou sEcrEtrices). Ces actions sont Egalement 
d'une trEs grande diversite. On se limite ici aux substances intra-vEsiculaires libErEes au 
niveau des boutons synaptiques et des varicositEs et ayant des effets physiologiques ä 
court terme sur le traitement de rinformation nerveuse (par Opposition, par exemple. ä 
des agents actifs sur la croissance ou l'entretien cellulaire). 

Ces substances vEsiculaires forment ä leur tour un groupe trEs vaste dans lequel on 
distingue souvent deux grandes classes, les neuromEdiateurs et les neuromodulateurs. 
Le Principal critEre separant ces deux groupes est le type d'action sur le potentiel de 
membrane de la cellule cible : un neuromEdiateur modifie directement ce potentiel alors 
que le neuromodulateur ne l'affecte pas, mais modifie ses Eventuelles variations en 
reponse ä l'action d'autres agents. Nous choisissons ici de parier indistinctement de 
neurotransmetteurs, car: 

• la distinction qui vient d'etre mentionnEe n’est pertinente que si Ton considEre les 
actions produites et non pas les agents eux-mEmes. Ainsi une espEce molEculaire 
donnEe pourra induire une Variation de potentiel de membrane au niveau de la cellule 
cible dans certaines conditions et pas dans d'autres. De plus, un meme agent pourra 
avoir des effets de natures diffErentes selon 1'identitE de la cellule cible, et meme 
selon la rEgion de celle-ci oü il agit, 

• meme dans le seul cadre des actions neuromEdiatrices, une meme espEce 
molEculaire aura souvent des effets variEs. 

Les raisons principales de cette diversitE tiennent aux fait que 

• un mEme agent peut etre libErE de diffErentes maniEres selon le type de neurone qui 
le porte, et surtout 

• que son action dEpend crucialement de sa fixation ä une molEcule spEcifique 
complEmentaire portEe par la cellule cible. 

Cette molEcule est un rEcepteur de l'agent de transmission, et les principaux neuro- 
mEdiateurs et neuromodulateurs possEdent chacun plusieurs types de rEcepteurs 
spEcifiques diffErant considErablement entre eux du point de vue de leur effet sur la 
cellule porteuse cible. Nous appellerons donc neurotransmetteurs (le terme est parfois 
permutE avec celui de neuromEdiateur) tous les agents de communication intercellulaire 
stockEs dans les vesicules et libErEs lorsque le neurone est actif. 


Cette machinerie de synthese est acquise lors de la differenciation chimique du 
neurone, laquelle est independante de sa differenciation morphologique. 


acides amines constitutifs des proteines de l’organisme et ä ce titre eiles sont delivrees ä toutes les 
cellules. Ce qui caracterise sur le plan neurochimique les neurones oü ces acides amines sont 
aussi des neurotransmetteurs n’est donc pas une enzyme apte ä les transformer. mais une proteine 
membranaire qui est un transporteur specifique du transmetteur. Ce transporteur concentre 
fortement l’acide amine correspondant au niveau des boutons synaptiques ; l’identite neuro¬ 
chimique est en ce cas liee ä l’expression du gene responsable de la synthese du transporteur. 
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Alors que chaque cellule nerveuse possede plusieurs transmetteurs, ces derniers 
sont presents au niveau de toutes les synapses formees par le neurone. 11 n’existe 
pas de Segregation intra-cellulaire par laquelle certaines terminaisons libereraient 
Tun des neurotransmetteurs et pas un autre. 

Chimiquement, les neurotransmetteurs se repartissent en quelques grandes familles, 
dont les representants principaux sont indiques dans le tableau 1. 


Tableau 1 - Principales familles de neurotransmetteurs 


ACIDES AMINES 

MONOAMINES 

Catecholamines Indolamines 

PEPTIDES 

Opioides Tachykinines 

glutamate 

GABA 

glycine 

dopamine serotonine 

noradrenaline 

adrdnaline 

ß-endorphines substance P 
enküphalines 


Dans chaque famille, les representants les mieux connus sont indiques. Glutamate et glycine 
sont des acides amines constitutifs des proteines. Les catecholamines appartiennent ä la 
meme chaTne de Synthese et derivent donc les unes des autres. Les peptides sont de 
courtes chaTnes d'acides amines. GABA = acide y-amino-butyrique. Le glutamate est le plus 
repandu des neurotransmetteurs excitateurs, tandis que le GABA est le plus rüpandu des 
transmetteurs inhibiteurs. La glycine est egalement un inhibiteur. L’acetylcholine est un 
neurotransmetteur repandu qui n’appartient pas ä l’un de ces grands groupes. 

Cette liste n’est sans doute pas close et nous n’en faisons ici qu’une breve Präsen¬ 
tation. Elle comporte trois familles, ce qui correspond plus aux nombreuses 
donnees physiologiques concernant les systemes neuronaux oü Ton trouve les 
membres de ces familles et aux particularites de leurs metabolismes qu’ä une 
subdivision purement chimique. En effet, du seul point de vue de la chimie il n’y 
aurait en fait que deux groupes, celui des petites molecules (acides amines et 
monoamines) et celui des peptides, qui sont des molecules de plus grande taille. 

Les neurotransmetteurs utilises par un meme neurone appartiennent souvent ä des 
familles differentes. 

Ce qui distingue le plus profondement ces grands groupes de neurotransmetteurs ce 
sont en fait leurs modalites d’action. 

Ces modes d’action differents, qui recouvrent en partie les distinctions entre neuro- 
mediateurs et neuromodulateurs (voir encadre), se repartissent selon 3 grands axes : 

/ une dimension spatiale, ä savoir le rayon d’action du transmetteur. Pour 
certaines substances, en particulier les acides amines, ce rayon est tres reduit, 
limite pratiquement ä l’espace synaptique. Dans ce cas, la communication inter- 
cellulaire peut etre consideree comme ponctuelle. Pour d’autres agents, notam- 
ment les peptides, mais parfois aussi les monoamines, le rayon est beaucoup 
plus etendu, le transmetteur diffusant ä distance de la synapse qui le libere. 
Entrent dans ce groupe les cas oü il n’y a pas d’element post-synaptique 
identifiable au contact du site de liberation (voir § 3.1.1.). Des distances de 
plusieurs dizaines, voire centaines de microns ont ete avancees pour de telles 
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diffusions, mais Ton manque encore de donnees precises malgre quelques 
travaux consacres ä cette tres importante question qui reste ouverte 7 . Le rayon 
d’action depend theoriquement de la quantite de transmetteur liberee, des 
processus de degradation des molecules emises, des processus de recaptage par 
les cellules avoisinantes, de la geometrie du milieu extra-cellulaire et la part de 
ces differents facteurs varie d’un Systeme ä un autre, 

■/ une dimension temporelle, le long de laquelle de grands ecarts s’observent ä 
nouveau. L’effet des transmetteurs va en effet de la plus grande brievete 
(quelques millisecondes) ä plusieurs centaines de millisecondes pour certains 
peptides. Ici, le type de recepteur par lequel agit le transmetteur joue un röle 
essentiel. La encore, les actions les plus breves sont le fait des acides amines, 
les plus longues revenant aux peptides, 

■/ une dimension qualitative, selon que l’effet premier du transmetteur modifie ou 
non le potentiel de membrane de la cellule cible (voir encadre), la modification 
consistant en une depolarisation ou au contraire une hyperpolarisation. La 
selection entre ces differentes eventualites depend ä nouveau du type de 
recepteur fixant le transmetteur et aussi de l’etat de la cellule cible au moment 
de la transmission. Ainsi le GABA (acide gamma-amino-butyrique) peut etre 
hyperpolarisant (le plus souvent), mais aussi depolarisant lorque le potentiel 
membranaire du neurone cible est inferieur ä - 70mv. 

Le mode « classique » de neurotransmission combine une action tres localisee dans 
l’espace (restreinte au site synaptique) et dans le temps, et consiste en une depolari¬ 
sation ou hyperpolarisation de l’element post-synaptique. Le seul 
neurotransmetteur qui, pour l’instant, semble n’avoir que ce mode d’action est la 
glycine, qui est un acide amine inhibiteur (voir tableau 1). 

Ces modalites d’action differentes entre familles de neurotransmetteurs offrent une 
Interpretation tres satisfaisante de la diversite des transmetteurs presents au sein 
d’un meme neurone. On observe par exemple tres souvent la co-localisation d'un 
peptide et d’un acide amine. Lors de la liberation conjointe de ces deux composes, 
le neurone aura donc au moins deux modes d’action distincts sur ses cibles. Dans 
certains systemes neuronaux, des observations commencent d’ailleurs ä montrer 
que la part relative de ces differentes actions peut varier en fonction de l’etat 
d’activite des neurones emetteurs. 

3.13. Processus de liberation et recepteurs des neurotransmetteurs 

Les tres nombreux neurotransmetteurs mis en evidence en neurophysiologie et en 
neuropharmacologie ont des actions qui s’exercent soit pre-synaptiquement, soit 
post-synaptiquement, certains ayant une double action pre- et post-synaptique. 

Le processus de liberation classiquement admis se decrit schematiquement de la 
maniere suivante (figure 5). 


7. Voir par exemple C. NICHOLSON & E. SYKOVA - Extracellular space structure revealed by 
diffusion analysis. TINS 21, 207-215 (1998). 
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La depolarisation qui survient lorsque le PA envahit la membrane pre-synaptique 
provoque une entree de calcium. Celle-ci declenche une Serie de phenomenes qui 
aboutissent ä la fusion d’un certain nombre de vesicules synaptiques avec la 
membrane cellulaire, provoquant ainsi la liberation du contenu vesiculaire dans 
l’espace synaptique. 


potentiel d'action 
pre-synaptique 



potentiel post-synaptique 
excitateur 


-55 mV 
-70 mV 



1 ms 


a b c 



4M» 


4MHM 

cellule post-synaptique 


Na + Na + Na + 


le potentiel 
d'action envahit 
la partie terminale 
de l'axone 
(bouton synaptique) 


l'entree de Ca ++ 
cause la fusion 
des vesicules et 
la liberation de 
transmetteur 


les canaux 
s'ouvrent, le 
sodium entre 
et les vbsicules 
se recyclent 


Figure 5 • Representation schematique 
des principaux evenements de la transmission synaptique de l’information 

(d’apres Jessel & Kandell, 1993, avec l’autorisation d’Elsevier) 

Les evenements et structures pre-synaptiques sont figures ä la partie superieure, leurs 
repondants post-synaptiques ä la partie inferieure. 


Le nombre de vesicules dont le contenu est ainsi deverse dans l’espace synaptique 
peut etre eleve (plusieurs centaines dans le cas de la jonction nerf-muscle) mais 
semble limite ä un pour les sites de liberation (boutons synaptiques et varicosites 
axonales) du Systeme nerveux central. 

La liberation est variable d’un influx ä l’autre car : 

</ le PA peut ne pas produire d’effet sur la terminaison ou la varicosite. A chaque 
synapse est ainsi associee une probabilite de liberation. Un echec dans la libe¬ 
ration au niveau d’une synapse ne signifie pourtant pas que la fibre parcourue 
par le PA soit sans action sur le neurone post-synaptique car un axone forme 
generalement plusieurs synapses avec une meme cellule cible, 

■/ la quantite de neurotransmetteur emise en un site de liberation peut varier eile 
aussi d’un PA ä l’autre. En outre, la cinetique exacte du processus de liberation 
pour un transmetteur donne depend du type de neurone. 

Pour qu’il y ait reellement transmission, la liberation doit s’accompagner d’une 
fixation des molecules liberees sur des sites recepteurs specifiques. 
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3.1.4. Fixation aux recepteurs 
Specificite de la fixation 

Comme nous l’avons souligne, ä chaque neurotransmetteur correspond une, ou plus 
souvent plusieurs, especes moleculaires capables de le Her de faqon reversible et 
avec une forte affinite. La liaison se fait au niveau d’un site particulier de la mole- 
cule receptrice. C’est de cette liaison que vont decouler les actions du transmetteur 
sur sa cellule cible. 

Ces recepteurs sont des proteines membranaires, le site de fixation etant accessible 
sur la face externe de la membrane. Certaines de ces molecules commencent ä etre 
connues avec une grande precision, notamment gräce aux techniques de la biologie 
moleculaire. 

La specificite de l’interaction neurotransmetteur/recepteur depend de l’affinite du 
premier pour son site recepteur. On definit ainsi pour chaque recepteur un profil 
d’affinite faisant apparaitre une affinite maximale pour un neurotransmetteur et des 
affinites plus faibles pour d’autres transmetteurs, generalement de la meme famille. 

La fixation ä un recepteur est une propriete essentielle utilisee en pharmacologie ä 
des fins therapeutiques. Les pharmacologues mettent ainsi continuellement au point 
des substances exogenes ä tres haute affinite pour un type de recepteur donne. 
L’affinite de ces composes pour le recepteur correspondant est bien plus elevee 
que celle du neurotransmetteur naturel, si bien que leur administration interfere 
puissamment avec les transmissions synaptiques mettant physiologiquement en jeu 
le transmetteur. 

Quelques caracteristiques des recepteurs aux neurotransmetteurs 

Comme on l’a evoque plus haut (voir encadre Neurotransmetteurs et neurotrans- 
mission), les proprietes fonctionnelles des recepteurs sont d’une importance 
capitale car ce sont eiles qui determinent pour une large part l'effet d’un neuro¬ 
transmetteur sur une cellule donnee. En effet, les differents types de recepteurs 
specifiques d’un neurotransmetteur donne peuvent avoir des actions tres dissem- 
blables sur les cellules qui les portent. On connait ainsi trois types de recepteurs au 
glutamate dont les actions different fortement. De meme le GABA possede au 
moins deux grands types de recepteurs dont les effets different considerablement 
par leurs conditions de survenue et leurs constantes de temps (voir annexe). 

De maniere plus generale, les recepteurs forment deux grandes familles, les 
recepteurs ionotropes et les recepteurs metabotropes (figure 6). Les recepteurs 
ionotropes sont des canaux ioniques trans-membranaires pourvus d’un site 
recepteur (figure 6a). La fixation specifique du neurotransmetteur correspondant 
induit l’ouverture transitoire du canal, et par suite une modification du potentiel 
trans-membranaire ä ce niveau. Ces canaux different donc des canaux dependants 
du voltage en ce que leur ouverture est provoquee par la fixation d’un agent 
moleculaire (le ligand) et non par une Variation du potentiel de membrane. En ce 
qui conceme les recepteurs metabotropes, la fixation du neurotransmetteur n’a au 
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contraire pas d’effet electrique par elle-meme. Cette fixation declenche dans le 
cytoplasme proche du recepteur une Cascade de reactions metaboliques dont les 
effets sont tres varies selon le type de recepteur et le neurone qui le porte 
(figure 6b). Plusieurs chaines de reactions peuvent s’observer ä partir de l’acti- 
vation d'un meme recepteur. Certaines des reactions initiees peuvent aboutir ä 
1’ouverture ou la ferraeture de canaux, creant ou supprimant un flux ionique, d’oü 
une modification secondaire du potentiel de membrane. Souvent, ces actions 
metaboliques se traduisent par un changement au niveau de canaux dependants du 
voltage, ce qui altere la reactivite electrique du neurone conceme. Generalemen t ce 
changement ne se manifestera que si le neurone est depolarise ou hyperpolarise ä 
partir d’une autre source. Les recepteurs metabotropes sont ainsi les intermediaires 
principaux des effets neuromodulateurs des transmetteurs. 

Pour un neurone donne, ä la variete des neurotransmetteurs liberes s’ajoute donc la 
diversite des recepteurs specifiques ä chaque neurotransmetteur. Cette forme de 
diversite est en outre plus large, car eile a un caractere spatial. En effet, alors que 
toutes les terminaisons du meme axone liberent les memes transmetteurs, les 
recepteurs correspondants, eux, ne sont pas distribues de maniere identique dans 
l’ensemble des synapses concernees. 


9 

M 



m 


b 




Figure 6 - Representation tres schematique 
des deux grands types de recepteurs neurotransmetteurs 

a - recepteur ionotrope. Le recepteur est un canal ionique portant un site de fixation (s) 
specifique du transmetteur (Symbole grise). La liaison du transmetteur ä son site induit 
l’ouverture transitoire du canal. 

b - recepteur metabotrope. La fixation du neurotransmetteur (Symbole grise) ä son recepteur 
induit, par l’intermediaire de proteines (P) liees ä la membrane, le declenchement d'une Cas¬ 
cade de reactions (c) pouvant aboutir ä l’ouverture de canaux ioniques (i), la modulation des 
proprietes des canaux dependant du voltage (v), d’autres effets (metaboliques, genomiques). 
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3.2. CONSEQUENCES DE LA TRANSMISSION SYNAPTIQUE 


On ne va parier ici que des consequences electriques immediatement manifestes de 
la neurotransmission. Les autres actions concement en effet la reactivite, ä court ou 
long terme, du neurone post-synaptique ä ces evenements electriques ; quand elles 
ont lieu, elles sont donc « incorporees » dans les phenomenes electriques dont il va 
etre question maintenant. 

3.2.1. Potentiels post-synaptiques 


L’ouverture des canaux associes aux recepteurs ionotropes est transitoire ; il en est 
de meine pour l’ouverture des canaux qui sont la cible de reactions initiees par 
l’activation des recepteurs metabotropes (premier cas de la figure 6b). Les ions qui 
franchissent la membrane par ce biais sont ä l’origine d’un courant qui modifie 
egalement transitoirement le potentiel trans-membranaire au niveau de la region 
synaptique. Cette modification est appelee potentiel post-synaptique (PPS). Selon 
l’identite du ou des ions responsables, la modification est soit une depolarisation 
(figure 4c), soit une hyperpolarisation (figure 4d). Dans le premier cas, le potentiel 
est qualifie de potentiel post-synaptique excitateur (PPSE), dans le second il est 
appele potentiel post-synaptique inhibiteur (PPSI). 

L’amplitude et l’evolution temporelle du potentiel post-synaptique dependent du 
type de canal responsable et de la geometrie du neurone dans la region synaptique. 
Le courant synaptique qui le provoque est decrit par la relation : 

Isyn = §syn(V — Vsyn ) (3) 


oü V est le potentiel de membrane dans la zone portant la synapse, V syn etant le 
potentiel d’equilibre du ou des ions impliques. La conductance synaptique g syn se 
represente avec une bonne approximation par : 


Ssyn 



1 - l' 


G max etant la conductance synaptique maximale (generalement exprimee en 
nanosiemens), t le temps en ms. Le parametre x p definit le temps de survenue du 
pic de courant et caracterise le decours temporel du PPS local via la Variation de la 
conductance. 


Fonctionnellement, le PPS constitue la manifestation de la survenue d’un PA au 
niveau pre-synaptique. Il represente donc l’unite d’information re^ue par le 
neurone. Ainsi, le traitement de l’information par le neurone, processus appele 
habituellement integration en neurophysiologie, s’identifie essentiellement au 
devenir des PPS sur le neurone post-synaptique. Les facteurs regissant ce devenir 
sont par consequent de la plus extreme importance. 
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32.2. Integration dendritique des informations regues par le neurone 

90% des synapses etant portees par les dendrites, c’est essentiellement sur ces 
demiers que les PPS surviennent. C’est pour cette raison que nous avons qualifie 
plus haut les dendrites de zone de reception et de traitement de l’information. 

Nous avons egalement indique (§ 2.2.2) que pendant longtemps la propagation 
dendritique des PPS avait ete consideree comme purement electrotonique. En fait, 
on sait maintenant que la presence dans la membrane dendritique de canaux 
ioniques dependants du voltage introduit des variations par rapport ä ce mode de 
propagation exclusivement passif. Toutefois, celui-ci reste le cadre de reference 
pour 1’Interpretation des phenomenes d’integration dendritique. II a de plus ete tres 
bien etudie du point de vue theorique 8 . 

Integration en mode passif 

En mode de propagation passif, 1’Integration dendritique est regie par les principes 
qui ont ete presentes ci-dessus (voir § 2.2.1). Elle depend completement de la 
structure electrotonique du neurone et la geometrie dendritique y joue par 
consequent un röle Capital. Sans detailler plus avant ces phenomenes, nous n’en 
retiendrons ici que les principales consequences fonctionnelles : 

•/ plus une synapse est eloignee du corps cellulaire, plus l’effet lie ä son activation 
sera reduit. Cependant, la relation entre l’effet au niveau du soma et la position 
de la synapse sur l’arbre dendritique depend lä encore fortement de la geometrie 
de celui-ci, 

■/ plusieurs PPS survenant au meme moment ajoutent leurs effets. C’est ce qu’on 
designe par l’expression de sommation temporelle, phenomene qui est en fait ä 
la base de l’integration des informations re§ues par le neurone, 

•/ lorsque les PPS qui se combinent ainsi sont engendres par des synapses 
differentes, on utilise l’expression de sommation spatiale, bien que celle-ci soit 
necessairement aussi une sommation temporelle. 

Physiologiquement, la sommation spatiale joue un röle preponderant dans l’inte- 
gration dendritique des informations car la quantite de synapses portees par le 
dendrite est considerable, alors que les effets individuels de ces synapses sont 
faibles. Dans toutes les situations oü le neurone est mis en jeu, une fraction appre- 
ciable de ces synapses est activee et la Variation de potentiel trans-membranaire est 
le resultat de la sommation spatiale des effets (les PPS) de ces activations. Des 
competitions entre effets depolarisants et hyperpolarisants sont rendues possibles 
par ces combinaisons. Selon la distance separant les synapses activees, la somma¬ 
tion est parfaitement lineaire si les synapses sont suffisamment eloignees pour que 
le potentiel membranaire au niveau de chacune d’elle ne soit pas affecte par les 


8. Voir par exemple H. Agmon-Snir - A novel theoretical approach to the analysis of dendritic 
transients. Biophysical Journal 69, 1633-1656 (1995); I. Segev & M. London - A theoretical 
view of passive and active dendrites. In : G. STUART, N. SPRUSTON & M. HÄUSSER - Dendrites. 
Oxford Univ. Press, 205-230 (1999). 
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PPS survenant sur les autres synapses. Un tel isolement electrique est tres favorise 
par les branchements dendritiques. Dans le cas contraire, la sommation presente 
des effets de Saturation et donc une deviation par rapport ä la linearite qui provient 
d’une reduction de la force electromotrice V - V syn [eq. (3)]. 

En resume, les PPS resultant des activations synaptiques sont ä la fois propages et 
sommes dans une fenetre temporelle dependant de leur duree. Celle-ci resulte ä son 
tour de la cinetique du courant induit par l’activation des recepteurs correspondants 
et, ä distance de la synapse, de la constante de temps membranaire. Ces somma- 
tions et propagations se traduisent par des fluctuations du potentiel trans-membra- 
naire du soma et de la portion initiale de l’axone. Chaque fois que ces fluctuations 
portent le potentiel de membrane de ces regions au niveau du seuil d’excitation, un 
potentiel d’action est emis et parcourra l’axone jusqu’ä ses extremites. Dans cette 
conception, le potentiel trans-membranaire du soma depend essentiellement des 
evenements electrophysiologiques se deroulant au niveau des dendrites (les 
synapses portees par le corps cellulaire lui-meme sont tres efficaces, mais peu 
nombreuses) et on a longtemps considere qu’il existait un sens unique de 
circulation de l’information, des dendrites vers le soma, puis de celui-ci vers les 
extremites axonales. Toujours selon cette conception, l’emission eventuelle de PA 
est la consequence occasionnelle de la combinaison des PPS sur les dendrites. Ce 
Schema se complique lorsque la membrane dendritique contient eile aussi des 
canaux dependants du voltage. 

Integration en mode regeneratif 

Les donnees relatives ä la presence de canaux dependants du voltage au niveau des 
membranes dendritiques sont encore tres fragmentaires. L’identite de ces canaux et 
leur distribution sur les arbres dendritiques varient considerablement d’une popu- 
lation neuronale ä une autre, si bien que l’on peut difficilement generaliser les 
indications foumies par l’etude, techniquement toujours difficile, d'un type cellu¬ 
laire particulier. La presence de tels canaux introduit donc une importante diversite 
supplementaire dans le fonctionnement neuronal, diversite qui vient se superposer 
ä celle due ä la geometrie dendritique. Par exemple, l’attenuation de la propagation 
en direction du soma des PPS excitateurs sera limitee ou au contraire majoree en 
fonction de la presence de canaux sodiques ou potassiques sur les dendrites 
concernes. II en va de meme pour le phenomene de sommation, egalement affecte 
par l’existence ou l’absence de ces canaux. 

Quelques resultats remarquables ont ete obtenus avec des types neuronaux 
possedant des canaux sodiques sur leurs dendrites : 

■J l’initiation de PA au niveau du dendrite lui-meme est peu frequente, 

■/ r initiation se fait donc le plus souvent, conformement ä la conception classique, 
au niveau de la portion initiale de l’axone. Toutefois, les PA engendres dans 
cette region « remontent » le long des dendrites tant que les branches de ceux-ci 
contiennent suffisamment de canaux sodiques, ce qui correspond parfois ä la 
totalite de l’arbre dendritique. II existe donc pour certains types de neurones une 
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retropropagation des PA, phenomene tres nouveau qui represente un mode de 
circulation de l’information du soma vers les dendrites (et en particulier vers les 
sites synaptiques) contraire au principe traditionnel qui stipulait que les infor- 
mations sont acheminees de maniere toujours unidirectionnelle des synapses 
vers le corps cellulaire. 

Dans le Schema qui prevaut actuellement, c’est donc toujours au niveau du soma, 
ou plus vraisemblablement de la portion initiale de l’axone, que des PA sont inities. 
Mais les conductances dependantes du voltage viennent complexifier le traitement 
dendritique de l’information en : 

/ modifiant l’attenuation des PPS sur leur chemin vers le soma (par exemple en 
facilitant cette propagation ou au contraire en la restreignant), 

■/ affectant les interactions entre PPS (par exemple en diminuant la fenetre 
temporelle de sommation ou encore en linearisant leur sommation), 

■/ permettant la retropropagation des PA sur les dendrites. 

La signification fonctionnelle de la nouvelle Organisation qui commence ainsi ä 
etre mise ä jour reste largement ä etablir, sachant qu’elle differe tres certainement 
d’un type de neurone ä un autre, notamment selon l’identite des canaux impliques. 
On peut neanmoins en tirer dejä une consequence importante et de portee tres 
generale : les proprietes fonctionnelles distinctives d’un type neuronal (neurones 
moteurs, cellules de PURKINJE, cellules pyramidales du cortex cerebral par 
exemple) sont le produit des particularites de deux ensembles de parametres, la 
structure electrotonique (en particulier la geometrie dendritique) et l’equipement 
somato-dendritique en canaux ioniques dependants du voltage. Une partie 
importante des effets de la neurotransmission (voir encadre Neurotransmissiori) 
autres que la genese de potentiels d’action se fait ä ce niveau, par modulation 
transitoire des proprietes des conductances impliquees (figure 6b, en bas). 

Une retombee frequemment envisagee de ce comportement dendritique plus 
complexe est l’influence que ces phenomenes pourraient avoir sur l’efficacite des 
synapses. Cela nous conduit ä evoquer maintenant un aspect tres important des 
Communications entre neurones, la plasticite synaptique. 

3.23. Plasticite synaptique 

L’image des integrations dendritiques presentee jusqu’ä present est figee dans la 
mesure oü les processus evoques ne varient pas d’un moment ä un autre. Plus 
precisement, les variations d’amplitude des PPS evoques sur un neurone par 
l’activite d’un axone donne y sont con^ues comme un processus independant du 
temps. Or, il est maintenant bien etabli que ce n’est pas le cas : les transmissions 
synaptiques se modifient au cours du temps, notamment en fonction de l’histoire 
des synapses considerees. L’ensemble des phenomenes relatifs ä ces modifications 
releve de ce qu’on appelle la plasticite synaptique. 

L’etude de la plasticite synaptique est pour une large pari celle des modifications 
de l’efficacite de la transmission synaptique, ou poids synaptique. Une bonne 
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mesure de cette efficacite est l’amplitude des PPS engendres par l’activite des 
synapses considerees. Pour simplifier, on distingue des variations ä court terme 
(souvent moins d’une seconde), rapidement reversibles, et des variations plus 
durables, dont on estime souvent qu’elles sont la base des processus d’appren- 
tissage et de memorisation. 

Modifications ä court terme 

Dans de nombreux systemes neuronaux, les PPS induits par un train de PA pre- 
synaptiques ne sont pas d’amplitude constante, mais augmentent ou diminuent 
d’une impulsion ä la suivante. L’amplitude et le decours temporel d’un PPS est 
ainsi fonction de l’intervalle de temps separant le PA qui lui donne naissance du 
PA precedent. L’une des causes probables de cette dependance est que la survenue 
d’un PA au niveau d’une terminaison axonale modifie la probabilite de liberation 
des neurotransmetteurs ä cet endroit, le retour ä la probabilite qui correspond au 
repos de la fibre necessitant une inactivite prolongee (environ 1 s) de l’axone. Mais 
la probabilite de liberation du transmetteur n’est sans doute pas seule en cause dans 
la mesure oü des modifications d’amplitude des potentiels unitaires (c’est-ä-dire 
des potentiels induits au niveau d’un seul site synaptique) ont egalement ete 
observees. 

Modifications ä long terme 

Des modifications durables de l’efficacite synaptique, susceptibles de laisser une 
trace persistante dans le fonctionnement de certains ensembles neuronaux, ont ete 
postulees depuis longtemps 9 . La mise en evidence de telles modifications est plus 
recente, mais on dispose maintenant de plusieurs types de protocoles experi- 
mentaux permettant d’en etudier diverses formes et de les caracteriser. 

La Situation experimentale la plus utilisee pour etudier ces changements est connue 
sous le nom de potentialisation ä long terme (long term potentiation ou LTP en 
anglais 10 ). Cette potentialisation est obtenue par l’activation soutenue et prolongee 
(plusieurs dizaines de minutes) de groupes de synapses bien identifiees. L’acti¬ 
vation est realisee par la Stimulation electrique des fibres pre-synaptiques. Apres un 
tel traitement, l’efficacite de certaines synapses, qui peuvent etre en partie 
differentes de celles ayant subi la Stimulation, est accrue pendant plusieurs heures, 
voire plusieurs jours. II existe d’autre part un phenomene symetrique, observable 
dans des conditions experimentales tres proches, la depression ä long terme (LTD). 
Ce phenomene peut etre induit sur d’autres systemes neuronaux, ou meme parfois 
sur ceux presentant aussi une LTP : dans ce cas, le passage de la LTP ä la LTD 
s’observe pour le changement de parametres tels que l’intensite de Stimulation. 


9. Voir par exemple R.D. Hawkins, E.R. Kandel & S.A. Siegelbaum - Leaming to modulate 
transmitters release: themes and variations in synaptic plasticity. Ann. Rev. Neurosci. 16 , 625-665 
(1993). 

10. J.L. Martinez & B.E. Derrick - Long-term potentiation and leaming. Ann. Rev. Psychology 47 , 
173-203 (1996). 
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Si l’etude de la LTP donne lieu en permanence ä une tres grande quantite de 
travaux 11 il existe, on l’a dit, d’autres modeles experimentaux de modifications 
synaptiques prolongees. On est encore loin d’avoir une comprehension satisfaisante 
de tous ces processus et surtout de leur signification fonctionnelle precise. Mais 
leur existence rend plus que vraisemblables les hypotheses anciennes qui 
postulaient: 

1. que la reorganisation des circuits nerveux par l’usage sous-tend les effets de 
l’experience sur le comportement et sur les performances du Systeme nerveux, 

2. que cette reorganisation repose largement sur des modifications synaptiques 
durables. 

Les synapses portees par les epines dendritiques semblent particulierement bien 
placees pour etre le siege de tels phenomenes 12 . En effet, Finduction des 
modifications synaptiques ä long terme semble dependre de l’entree massive de 
calcium lors de la mise en jeu du phenomene au niveau des synapses concemees. 
Le lien entre Factivation dans des conditions particulieres de ces synapses et le 
changement durable de leurs proprietes residerait ainsi dans une elevation impor¬ 
tante et transitoire de la concentration calcique intra-cytoplasmique au voisinage de 
ces synapses. Pour que seules les synapses impliquees soient modifiees (et non pas 
indistinctement toutes celles portees par la cellule) il faut que F elevation de 
calcium intra-cellulaire reste tres localisee. Or les epines dendritiques constituent 
de par leur geometrie une structure tres favorable ä une elevation ä la fois tres forte 
et spatialement restreinte de le concentration calcique intra-cellulaire. 

D’autres hypotheses postulaient egalement que les performances du Systeme 
nerveux, et en particulier les grandes fonctions de la neurophysiologie, sont en fait 
obtenues par Faction d’ensembles de neurones distribues dans les differents centres 
et circuits mis en evidence par la neuro-anatomie. Ceci va nous conduire ä evoquer 
brievement ces circuits pour terminer ce chapitre. 


4. Quelques proprietes des Ensembles de neurones 
4.1. Fonctionnement collectif des groupes de neurones 

Le concept sous-jacent, suggere par tout un ensemble d’observations classiques 
chez les vertebres, postule que c’est Faction collective de groupes de neurones qui 
permet la realisation des fonctions du Systeme nerveux. Par action collective, on 
entend ici une ou des repartitions particulieres d’activites au sein de populations 
neuronales et pas seulement Faddition non-organisee de ces activites. A titre 


11. Pour une revue recente, voir S.P. Martin, P.D, Grimwood & R.G.M. Morris - Synaptic 
plasticity and memory: an evaluation of the hypothesis. Arm. Rev. Neurosci. 23, 649-711 (2000). 

12. Voir C. Koch & A. Zador - The function of dendritic spines: devices subserving biochemical 
rather than electrical compartmentalization. J. Neuroci. 13, 413-422 (1993). 
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d’exemple simple, on peut remarquer que des neurones sensoriels isoles repondent 
souvent de maniere peu reproductible ä la presentation d’un meme Stimulus, alors 
que la reconnaissance de celui-ci, verifiee directement pour un sujet humain ou ä 
travers une reponse comportementale chez 1’animal, est au contraire tout ä fait 
reproductible. La fiabilite de la reponse perceptive et/ou comportementale semble 
donc reposer sur l’activite de groupes de neurones. Autre exemple : des arguments 
experimentaux recents ont suggere que certains parametres du mouvement soient 
representes par l’activite distribuee de grandes populations cellulaires du cortex 
cerebral. Par ailleurs, l’implication d’activites neuronales collectives precisement 
ordonnees dans la genese de rythmes moteurs (respiration et locomotion par 
exemple) est clairement etablie. 

La recherche des mecanismes responsables de ces processus d’activite collective, 
mais aussi plus generalement 1’Interpretation physiologique d’une activite neuro¬ 
nale, conduisent necessairement ä l’etude des proprietes de connectivite au sein 
d’un ensemble de neurones. 

4.2. Formes et röles de la connectivite neuronale 

La connectivite neuronale tient une place essentielle en neurophysiologie et en 
neuropathologie (voir annexe). 

En neurophysiologie, l’organisation de certains circuits neuronaux suggere depuis 
longtemps l’existence de fonctions associees : filtrage de signaux, genese de 
rythmes, accentuation du contour des formes par exemple. Bien que de telles 
relations entre organisations micro-anatomiques et fonctions specifiques soient 
souvent difficiles ä etablir, il paratt certain que la fa 9 on dont les neurones sont 
connectes entre eux determine la fonction de l’ensemble. 

II est utile de distinguer deux types de connectivite : une connectivite longue et une 
connectivite courte. 

43. Connectivite courte 

La connectivite courte est celle qui met en relation les neurones d’un meme centre. 
Elle revet des formes tres diverses selon les centres consideres (figure 7). Pour 
chacun de ceux-ci, l’organisation de la connectivite courte est une caracteristique 
topologique tres importante qui determine fortement les operations realisees par le 
centre. Elle se caracterise notamment par la forme des relations entre les neurones 
du centre considere et par les types cellulaires qui materialisent ces relations, la 
plupart des centres etant constitues de plusieurs populations neuronales. On pourra 
par exemple rencontrer des inhibitions entre proches voisins (inhibition laterale, 
figure 7c) frequentes dans les systemes sensoriels, ou des inhibitions exercees 
par un neurone sur celui ou ceux qui l’excitent (inhibition recurrente, figure 7b) 
que l’on trouve plutöt dans les centres moteurs. Ces relations tres precisement 
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structurees sont plus ou moins complexes selon la diversite des interneurones mis 
en jeu. Elles se font dans un espace restreint ä quelques centaines de microns au 
plus. Dans cet espace les connexions intemeuronales forment ce qu’on appelle des 
circuits locaux oü sont traitees les informations relayees par le centre considere. 



Figure 7 - Representations schematiques de divers types d’arrangements neuronaux 

Les neurones inhibiteurs sont colores, les neurones excitateurs sont vides. Les fleches 
indiquent le sens de parcours des potentiels d’action. 

a - diffusion par divergence ; b- Circuit d'inhibition recurrente ; c - Inhibition laterale des 
proches voisins. 


En plus des exemples indiques sur la figure 7, on citera encore celui des colonnes 
corticales (figure 8), qui sont des groupes de cellules du cortex cerebral inter- 
connectees et dont on estime qu’elles representent l’unite de traitement d’infor- 
mation pertinente en Physiologie corticale 13 . 

D’autres exemples de Connectivity courte sont bien documentes. Citons notamment 
le cas de la retine, dont l’architecture cellulaire commence ä etre bien connue, ou 
encore celui des centres olfactifs 14 . 


13. Le cortex cerebral est un feuillet de substance grise qui recouvre toute la partie superieure du 
cerveau. II occupe donc une surface considerable chez l’homme et les especes apparentees. 
Fonctionnellement, il est considere comme le plus haut situe des centres nerveux. L’immense 
majorite des informations qui lui parviennent sont issues d’un tres gros centre sous-jacent, le 
thalamus. Elles concernent non seulement toutes les modalites sensorielles (audition, Vision, 
tact...) mais aussi les mouvements dans lesquels le corps est engage ou va s’engager. Le cortex 
contröle toutes les fonctions realisees par le Systeme nerveux et joue un röle essentiel dans les 
täches cognitives et les processus psychiques. 

14. Voir par exemple R.H. Masland - The fundamental plan of the retina. Nature Neuroscience 4, 
877-886 (2001). 
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N° du neurone 



Figure 8 - Reproduction de colonnes du cortex visuel {d'apres Peters & Sethares, 1996) 
A gauche : Organisation d’une partie des dendrites 
A droite : ensemble des dendrites et des axones 


4.4. LA CONNECTIVITY LONGUE 

ET SON ARTICULATION AVEC LA CONNECTIVITY COURTE 

La connectivite longue conceme les liaisons anatomiques entre centres, appelees 
« projections ». D’une importance considerable, l’etude de la connectivite longue 
est toujours d’actualite, meme chez les especes oü eile est le mieux connue. Cette 
etude repose sur l’utilisation du flux axoplasmique (voir § 2.1.2) car celui-ci 
permet le transport de substances traceuses dont la visualisation indiquera le trajet 
ou la provenance des axones concemes. 

L’etude de la connectivite longue consiste d’abord en l’dtablissement de la carte 
des chemins reliant les differentes parties du Systeme nerveux central. L’inventaire 
de ces voies n’est toujours pas termine alors qu’il est souvent indispensable pour 
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1’Interpretation de nombreux travaux en neurophysiologie. La connaissance des 
voies anatomiques est egalement tres importante en neurologie oü eile sert ä 
1’Interpretation des signes cliniques et ä la localisation des lesions responsables de 
ces signes. 

Mais la Connectivity longue ne se reduit pas ä ce genre de catalogue car chaque 
projection possede un ensemble de caracteristiques fonctionnelles importantes : 

•/ des caracteristiques purement quantitatives, comme 

• le nombre de neurones de projection (voir § 2.1.1.) et leur proportion dans le 
centre d’origine, 

• les rapports de convergence et de divergence, qui sont definis respectivement 
par le nombre moyen de neurones projetant sur une meme cellule cible et le 
nombre moyen de cellules cibles contactees par un meme axone de projection, 

•/ des caracteristiques spatiales, qui comprennent notamment la topologie de la 
projection avec en premier lieu son degre de somatotopie. Celui-ci est une 
mesure de la Conservation, au sein des terminaisons, des relations de voisinage 
existant entre les differentes parties du centre d’origine. La geometrie de 
certaines projections peut prendre en outre une forme tres complexe. 

Un autre aspect important de la Connectivity longue est determine par les relations 
topographiques qui existent, au sein de la meme structure neuronale, entre les 
territoires des terminaisons de projections de sources differentes (figure 9). 


a 



P 


€$>CE>cE) 

i n in 



Figure 9 - Projections et Organisation locale 

Les axones sont figures en traits fins, les dendrites en traits epais. 
a - exemples de rapports entre les territoires de projection de deux centres C 1 et C 2 ä 
l’interieur d’une meme structure anatomique (P). Les Schemas I, II et III representent 
trois cas typiques. 

b- exemples d'articulation avec l’organisation locale : 

1. dans le cas illustre en a II (territoires proches dont les frontieres sont figurees par des 
pointilles verticaux), les terminaisons issues de C ± peuvent faire synapse avec les 
dendrites de neurones situes dans les territoires de projection de C 2 , bien qu’elles 
soient exterieures ä ce territoire. Ceci rend possible une convergence malgre la 
Separation des deux territoires, 

2. pour le cas illustre en a-lll (recouvrement), dans la zone de recouvrement dont les 
frontieres sont representees par les deux lignes courbes verticales, il peut, au 
contraire, y avoir Segregation des neurones cibles. Malgre la fusion des projections de 
C x et C 2 en cette region, il n’y a pas convergence pour tous les neurones concernes 
(Situation illustree par les deux neurones du haut). 
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Deux territoires de terminaison peuvent ainsi: 

/ etre eloignes au sein de la structure de projection. A moins d’identifier un 
Circuit interne au centre de projection, Circuit reliant les territoires concemes, la 
probabilite que les informations provenant des deux sources interagissent est 
alors faible (figure 9a.I), 

■/ etre au contraire proches mais disjoints (figure 9a.II), 

■/ enfin se chevaucher, voire se recouvrir completement, ce qui suggere de fortes 
interactions entre les messages nerveux issus des deux sources (figure 9a.III). 

Enfin, l’influence des connexions longues sur le fonctionnement des centres impli- 
ques ne peut etre vraiment comprise qu’en considerant egalement la fa^'on dont les 
deux types de connexions, longues et courtes, s’articulent. Les fibres nerveuses qui 
se terminent dans un centre s’inserent en effet dans les circuits locaux de celui-ci 
d’une maniere tres variable d’un centre ä un autre, et aussi, pour un meme centre, 
d’une projection ä une autre. Cette variabilite concerne non seulement l’identite 
mais aussi la position de la fibre dans les circuits locaux des cellules contactees. 
Ainsi l’action d’un centre sur un autre sera-t-elle tres differente selon que les 
neurones cibles sont des intemeurones (voir § 2.1.1.) inhibiteurs ou des neurones 
de projection (figure 10). La localisation sur les dendrites des synapses formees, ou 
encore les rapports de convergence et de divergence mentionnes ci-dessus, sont 
d’autres parametres tres importants fonctionnellement. Pour ces differents 
elements, les informations fournies par la microscopie electronique sont tres 
precieuses. La maniere dont les informations vehiculees dans les axones d’une 
projection sont traitees dans le centre qui les re?oit depend evidemment de cet 
ensemble d’interactions. 



Figure 10 - Connectivity longue et Connectivity courte 

Exemples tres simplifies de modes d’articuiation entre Connectivity longue (fibres afferentes 
et efferentes, en haut et en bas respectivement) et Connectivity courte (elements situes ä 
l’interieur du centre C dont les limites sont representees par les deux lignes pointillees 
horizontales). Les neurones de projection sont representes par des cercles vides, les 
intemeurones, par des cercles pleins. 
a - relais excitateur simple 

b- le relais sur l’intemeurone, qui est inhibiteur, a l’effet contraire sur le neurone de 
projection. Ce sont d’autres fibres (dont l’une est representee en pointille) qui activent le 
neurone de projection. 

c - une meme fibre afferente peut former les deux types de connexion. 

En b et en c, l’axone de l’intemeurone est represente avec une branche collaterale (trait 
pointille) qui symbolise d’autres effets possibles sur les circuits locaux du centre. 
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Une fonction donnee (la perception d’une couleur, la saisie manuelle d’un objet...) 
depend donc de l’activite coordonnee, gräce ä la Connectivity courte, de groupes de 
neurones distribues dans des zones anatomiques distinctes et reliees entre eiles 
selon la Connectivity longue. 


5. CöNCLUSIONS ET PERSPECTIVES 


Nous avons presente ici un resume des donnees actuelles relatives ä la Physiologie 
neuronale car toutes les operations realisees par le Systeme Nerveux reposent sur 
eiles quel que soit le domaine de la physiologie auquel on s’interesse. Ces donnees 
concement un niveau d’analyse essentiel, intermediaire entre celui des mecanismes 
moleculaires et celui de l’organe entier, niveaux auxquels on se refere pourtant 
souvent davantage. Un fait majeur mis en evidence par l’examen de ces proprietes 
est la tres grande diversite des neurones. L’ensemble des proprietes en question 
constitue un vaste repertoire dont chaque type neuronal particulier ne possede 
qu’une partie. Cette diversite apparait de plus en plus marquee au für et ä mesure 
que de nouvelles populations de cellules nerveuses sont caracterisees en detail sur 
les plans morphologiques, biophysiques et neurochimiques. Ces etudes sont 
necessaires ä une pleine comprehension des operations realisees par les centres 
nerveux oü se trouvent les neurones concernes. Plus largement, on peut en esperer 
la decouverte de regles permettant de construire une taxinomie neuronale 
pertinente du point de vue fonctionnel, ce qui aurait pour effet de remedier en 
partie ä la disparite des types cellulaires en integrant ceux-ci dans un tableau 
coherent. 

L’etude de phenomenes cellulaires peu ou pas abordes ici peut aussi avoir des 
consequences importantes sur notre comprehension de ce niveau de 
fonctionnement. Ceci est particulierement vrai pour les Communications inter- 
cellulaires par diffusion des transmetteurs dans le milieu extra-cellulaire et pour la 
nature des relations entre cellules nerveuses et cellules gliales. On peut d'ailleurs 
considerer ces deux groupes de phenomenes comme les deux volets d’un meme 
ensemble. II s’agit en effet chaque fois des relations fonctionnelles entre le neurone 
et son milieu proche, et plus precisement de la maniere dont ce milieu regit ä 
chaque instant l’expression des proprietes decrites dans ce chapitre. Enfin, du point 
de vue des grandes fonctions physiologiques la question la plus importante reste 
celle des rapports entre d’une part ces processus cellulaires si riches et varies et 
d’autre part les capacites fonctionnelles des ensembles constitues par ces cellules. 
La, nous pensons qu’on peut attendre beaucoup du progres des connaissances 
relatives ä l’organisation fine et detaillee de la Connectivity neuronale. Des 
tentatives pour formaliser celle-ci pourraient egalement s’averer instructives. 
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Principales abreviations 

F farad 

LTD long term depression 
LTP long term potentiation 
ms milliseconde 
mV millivolt 
nm nanometre 
PA potentiel d’action 
PPS potentiel post-synaptique 
PR potentiel de repos 

V ecart entre le potentiel trans-membranaire et le potentiel de repos 
Q ohm 
jlm micron 
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Annexe X 


RÖLE FONCTIONNEL DE LA CONNECTIVITY ET DES COORDINATIONS 

NEURONALES DANS UN SYSTEME SENSORIEL : 
EXEMPLE DU PREMIER RELAIS DES VOIES OLFACTIVES 


Patrick Mouchet 


La perception des odeurs est une des fonctions dont on sait precisement qu’elle est 
remplie gräce ä l’activite coordonnee de populations neuronales. Les principes 
regissant ces operations semblent communs ä la plupart des especes, vertebres et 
invertebres confondus. 

Les molecules odorantes interagissent avec des recepteurs sensoriels specifiques 
dissemines sur toute la surface receptrice (la muqueuse olfactive chez les 
vertebres) : il n’y a donc pas de zones de la surface preferentiellement devolues ä la 
detection d’odeurs particulieres. Les interactions molecules odorantes-recepteurs 
activent des cellules receptrices dont les axones projettent sur le premier centre de 
relais des voies olfactives. Les informations engendrees par les cellules receptrices 
subissent un premier traitement dans ce centre, lequel projette ä son tour sur des 
structures plus haut situees dans le Systeme nerveux central (cortex olfactif chez les 
vertebres). L’exemple que nous allons prendre ici est limite ä ce qui se deroule 
dans le premier centre de relais 15 . 

Ce centre est le bulbe olfactif chez les vertebres, le lobe antennaire chez les 
insectes. L’organisation de ce centre (phenotypes cellulaires, arrangement spatial 
des neurones) revet des formes variees selon les especes, mais eile se conforme 
partout aux memes grands principes. Le centre est toujours constitue de neurones 
de projections qui enverront les informations aux centres plus haut situes, et 
d’interneurones inhibiteurs (dans chacun de ces groupes, des subdivisions existent, 
mais leur prise en compte n’est pas necessaire ä l’expose des principes resumes 
ici). Les intemeurones participent au traitement de l’information olfactive rey'ue par 
le centre, traitement dont le « resultat » est communique ä la Station suivante par 
les neurones de projection (figure AX.l). 


15 G. Laurent, M. Stopfer. R.W. Friedrich, M.I. Rabinovich, A. Volkovskii & 

H.D.I. Arbabanel - Odor encoding as an active, dynamical process: experiments, computation 
and theory. Ann. Rev. Neurosci. 24, 263-297 (2001). 



X - Annexe - Connectivity et coordinations neuronales dans un Systeme sensoriel 


287 



Figure AX.l - Representation schematique d’une partie des circuits locaux 
du premier centre de relais olfactif (ici le lobe antennaire du criquet) 

(d’apres 16 f avec l'autorisation d’Elsevier) 

Les informations olfactives (input) sont adressees aussi bien aux interneurones inhibiteurs 
(LN) qu’aux neurones de projection (PN). Les cercies vides symbolisent des connexions 
excitatrices, les cercies pleins, des connexions inhibitrices. 

L’inhalation d’une espece moleculaire odorante evoque l’activite d’une population 
neuronale (une centaine de cellules chez les insectes dont le lobe antennaire a ete 
particulierement bien etudie). Une espece moleculaire chimiquement tres differente 
evoque l’activite d’une autre population, mais avec souvent des recouvrements 
avec la population precedente (figure AX.2a). Un neurone donne participe donc ä 
la detection d’odeurs differentes. 

Le support physiologique de l’etape initiale de l’operation consistant ä identifier 
une odeur est ainsi ä rechercher au niveau d’une population neuronale, et pas 
seulement de ses neurones constitutifs. C’est en effet la composition du groupe de 
neurones qui repondent ä un Stimulus olfactif donne qui est specifique de ce 
Stimulus (mais aussi, comme on va le voir, des Stimuli qui lui ressemblent). La 
reponse de la population dure quelques centaines de millisecondes. Lorsqu’on en 
fait une detection globale par l’enregistrement du champ electrique engendre par 
les reponses de tous les neurones de projection de la population (le potentiel de 
champ local, qui se mesure dans la zone oü se terminent les axones des neurones de 
projection) cette reponse collective a la forme d’une activite cyclique faite de lentes 
oscillations (figure AX.2b). Ces oscillations sont caracteristiques de l’odeur 
inhalee. 

Le röle des coordinations neuronales au sein de la population apparait de maniere 
remarquable lorsqu’on examine comment sont detectees des odeurs associees ä 
deux molecules chimiquement proches, et dont on sait par des tests comporte- 
mentaux que l’animal les distingue parfaitement. Dans cette Situation, du fait de la 
proximite chimique des especes moleculaires, c’est le meme groupe de neurones 


16. M. Bazhenov, M. Stopfer, M.I. Rabinovich, R. Huerta, H.D.I. Abarbanel, T.J. Sejnowski 
& G. Laurent - Model of transient olfactory Synchronisation in the locust antennal lobe. Neuron 
30,553-567(2001). 
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qui assure la detection de l’une et de l’autre (figure AX.2c). La combinatoire des 
neurones actives n’est donc plus süffisante pour effectuer la discrimination entre 
les odeurs inhalees. Le resultat important ici est que cette distinction ne peut plus 
se faire si une partie des inhibitions realisees par les interneurones est supprimee. 
Ceci est obtenu experimentalement par l’administration dans le centre d’un 
bloquant pharmacologique de certains recepteurs au GABA (voir §3.1.2), le 
neurotransmetteur utilise par les interneurones. Les effets synaptiques rapides du 
GABA sont alors supprimes. Dans ces conditions, une activite est toujours evoquee 
dans la population neuronale par l’inhalation de la substance, mais l’animal ne peut 
plus identifier laquelle des deux especes moleculaires est responsable. Au 
contraire, des produits odorants chimiquement eloignes restent discernables. C’est 
donc uniquement la distinction fine entre odeurs proches qui est alteree. La reponse 
des neurones constitutifs pris individuellement ne change pas : il n'y a pas de 
modification de la frequence moyenne d’emission des PA, ni de leur probabilite 
d’emission au cours du temps (voir plus loin). 

D’autres resultats montrent que l’effet des inhibitions breves est de synchroniser 
transitoirement les reponses de sous-groupes de neurones au sein de la population. 
Au cours de la reponse au Stimulus, pour chaque neurone la probabilite d’emission 
d’un PA fluctue avec le temps et on vient de voir que ces fluctuations considerees 
isolement sont independantes des actions synaptiques rapides des interneurones. En 
revanche, ces inhibitions rapides mettent en phase les activites de certains neurones 
ä des moments precis du cycle global de reponse. La composition du sous-groupe 
dont la probabilite d’emission est maximale varie d’un instant ä l’autre au cours de 
la duree de la reponse d’ensemble de la population. C’est la distribution au cours 
du temps et dans la population des sous-groupes de neurones emettant des PA qui 
differe entre les deux odeurs (figure AX.2c). 

Cette structuration fine dans le temps et l’espace (figure ici par la population 
cellulaire) des activites des membres de la population repose sur les interconnec- 
tions en inhibition laterale. La suppression pharmacologique de la composante 
rapide de ces inhibitions abolit les synchronisations resultantes, alors que l’activite 
globale continue de signaler la presence d’une odeur qui sera reconnue de maniere 
moins precise. Dans cet exemple, c’est donc bien le detail de la Connectivity locale 
qui est responsable du phenomene fonctionnel regissant la distribution spatiale et 
temporelle des synchronisations au sein de la population, phenomene sur lequel 
repose la detection olfactive fine realisee par 1’animal. Ce detail des connexions 
inclut l’identite des neurones interconnectes, les delais de transmissions et 
d’Integration des informations dans cet ensemble de connexions ainsi que la 
maniere dont les fibres afferentes s’articulent ä cet ensemble (voir § 4.3 et 4.4). 
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Figure AX.2 - Reponses du lobe antennaire des insectes ä des Stimuli olfactifc 

a - Schema symbolisant la reponse du lobe antennaire ä deux odeurs chimiquement 
eloignees (I et II). Chaque odeur evoque une activite dans une sous-population differente de 
neurones (cercles gris) representant approximativement 10% de la population totale du 
centre de relais. Les cercles noirs designent des neurones participant ä la detection de l'une 
ou l’autre odeur. 

b - enregistrements de la reponse du lobe antennaire ä l’inhalation d’une substance odo- 
rante (Stimulus) (d’apres 16 , avec l’autorisation d’Elsevier). Trace du bas : activite electrique 
d’un neurone de projection. Trace du haut: activite d’ensemble (LFP) des neurones de 
projection enregistree dans la structure de relais suivante. Les oscillations presentees par 
l’activite d’ensemble servent de repere temporel auquel sont rapportes les moments 
d’emission des PA engendres sur les neurones de projection. A chaque extremum du cycle, 
un certain nombre de neurones de projection emettent un PA. 

c- Schema symbolisant la detection de deux odeurs chimiquement proches (I et II) par une 
sous-population de neurones du lobe antennaire. C’est le meme ensemble de neurones 
(marques par des lettres de a ä j) qui code les deux odeurs. La distinction entre celles-ci 
repose sur des temps de Synchronisation differents ä l’interieur de la population codante. Le 
neurone d est par exemple synchronisö avec le neurone g aux temps tj et t k (*) pour l’odeur I. 
aux temps t ( et tj pour l’odeur II. 






Cette page est laissee intentionnellement en blanc. 



Glossaire 


Les mots en gras italique renvoient ä des entrees du glossaire. 

A 

Acetylcholine - mediateur chimique du Systeme nerveux parasympathique . Cette 
substance entraine un ralentissement cardiaque, une vaso-dilatation du Systeme 
capillaire, une diminution de la pression arterielle... 

Acide amine (AA) - petite molecule dont la forme generale est donnee par un 
atome de carbone portant toujours un radical carboxyl COOH, un groupe amine 
NH 2 ainsi qu'un groupe ment lateral distinctif. Au nombre de 20, ils composent les 
proteines, qui sont des chames d'acides amines. 

Acide hyaluronique - polymere constitue de dimeres repetes d’acide glucuronique 
et de N-acetyl-glucosamine. De poids moleculaire tres eleve, il forme le cceur des 
proteoglycanes presents dans les matrices extracellulaires. 

Actine - proteine tres abondante dans les cellules eucaryotes, interagissant avec 
beaucoup d’autres proteines. La forme globulaire monomerique (actine G) polyme- 
rise pour former les filaments d’actine (actine F). Dans differents types de cellules, 
dont les cellules musculaires, l’actine F interagit avec la myosine en provoquant 
une contraction de la cellule. 

ADN - acide desoxyribonucleique. C’est le polymere de nucleotides qui constitue 
le materiel genetique de toutes les cellules vivantes et de beaucoup de virus. Dans 
le genome des procaryotes, mais aussi de la plupart des mitochondries, des chloro- 
plastes et de certains virus, l’ADN existe sous forme d’un cercle ferme (ADN 
circulaire). 

ADN polymerase I - enzyme permettant la synthese de l’ADN. 

ADN satellite - ADN correspondant ä la partie du genome condensee dans 
l’hetero-chromatine ; cet ADN est tres repetitif. 

ADNase I - enzyme permettant la digestion partielle de la chromatine. 

ADP - voir ATP. 

Adrenaline - mediateur chimique du Systeme nerveux sympathique. Cette 
substance entrame une acceleration cardiaque, une vaso-constriction capillaire. une 
elevation de la pression arterielle... 

Allele - Version differente ou copie d’un raeme gene, definie comme une sequence 
nucleotidique codant pour une Information fonctionnelle. Cette sequence peut 



292 


Elements de Biologie - Ä l’usage d’autres disciplines 


presenter des variations susceptibles de modifier ou non l’etat fonctionnel du 
produit du gene, depuis son inactivation jusqu'ä sa sur-expression. Les alleles ne 
modifiant pas ou peu la fonction des produits du gene sont appeles alleles 
sauvages, les alleles modifiant beaucoup la fonction du produit du gene sont 
appeles alleles pathologiques ou deleteres. 

Amorce d’ARN - sequence d’ARN permettant l’initiation de la replication. 

Anabolisme - processus de synthese des molecules biologiques. 

Anticodon - succession, dans une molecule d’ARN de transfert, de 3 nucleotides 
correspondant aux 3 bases d’un codon, lue en sens inverse et transformee selon la 
regle A —> T, T —> A, C —> G, G —^ C. 

Anticorps - molecule proteique capable de reconnaitre specifiquement une autre 
proteine ou portion de proteine (antigene). 

Apoptose - mort cellulaire programmee (assimilee ä un « suicide » de la cellule). 

ARN - acide ribonucleique. C’est une macromolecule monocatenaire (en une seule 
chaine) composee de nucleosides contenant le sucre ribose, des groupes phospho- 
riques (ribonucleiques) et les bases azotees adenine, guanine, cytosine et uracile. 
On distingue en particulier, suivant leur fonction, les ARN de transfert (ARNt), les 
ARN messagers (ARNm) et les ARN ribosomaux (ARNr). 

ARN de transfert (ARNt) - ARN permettant de fixer de maniere selective un 
acide amine et de le transporter jusqu’au site de polymerisation proteique dans le 
ribosome. 

ARN messager (ARNm) - ARN reproduisant la sequence duale d’un gene et 
transportant cette Information jusqu’au ribosome, oü la proteine codee par le gene 
sera synthetisee. 

ARN polymerase - enzyme permettant la synthese d’ARA messager dans le 
mecanisme de transcription. 

ATP - adenosine-triphosphate. Petite molecule composee d'adenine. de ribose et de 
trois groupements phosphates. Elle constitue la principale source d'energie 
chimique dans les cellules. L’hydrolyse d'un groupement phosphate s’accompagne 
de la liberation d'une quantite importante d'energie : eile aboutit ä la formation 
d'adenosine-diphosphate ou ADP en liberant un phosphate inorganique (Pi). 

ATP synthetase (ou ATP synthase) - complexe enzymatique membranaire des 
mitochondries assurant la synthese d ’ATP en utilisant l’energie fournie par le 
gradient electrochimique en protons. 

Attracteur - utilise en mathematiques pour definir un etat asymptotique, ce terme 
definit ici l’etat ou la sequence d’etats d’un organisme vivant vers lesquels on 
revient systematiquement, apres toute perturbation limitee, lorsque le temps 
augmente indefiniment. 
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Auto-fecondation - mecanisme permettant la rencontre, au sein d’un meme orga- 
nisme vivant sexue, des gametes mäles et femelles fabriques par cet organisme. 

Auxotrophe - se dit d’un mutant necessitant la presence d’un substrat (acide 
amitie par exemple) pour croitre. 

B 

Bacterie - microorganisme dont la membrane plasmique est le plus souvent 
doublee d'une paroi rigide et qui ne possede pas d'enveloppe isolant le genome du 
cytoplasme. Les bacteries constituent le vaste groupe des procaryotes. 

Bases - les bases pyrimidiques (cytosine et thymine dans les ADN, cytosine et 
uracile dans les ARN) et puriques (adenine et guanine dans les ADN et ARN) sont 
constituees respectivement des radicaux pyrimidine et purine, composes d’atomes 
d’azote, de carbone et d’hydrogene, auxquels s’ajoute (sauf pour l’adenine) un 
radical basique amine accepteur de proton (au sens de BRÖNSTEDT) NH,. 

Bicouche lipidique - dans les membranes des cellules, les lipides, dont les plus 
abondants sont les phospholipides, s’organisent en une structure en double feuillet 
avec les chaines aliphatiques hydrophobes ä l’interieur et les tetes polaires 
hydrophiles situees sur les deux surfaces en contact avec l’exterieur. 

Blastoderme - nom conventionnellement donne aux tres jeunes embryons lorsqu’il 
n’y a pas encore de feuillets distincts identifiables. 

Blastomere - premieres cellules provenant de la division de l'ceuf fecond. 

c 

Cadherines - famille de molecules d’adherence cellulaire, jouant un röle dans la 
differenciatiort cellulaire et la structure des tissus. 

Canalisation (channeling en anglais) - mecanisme de passage rapide du produit 
d’une reaction ä Venzyme catalysant la reaction suivante dans la voie metabolique ; 
l’efficacite d’un tel passage est assure par la formation d’un complexe entre les 
differentes enzymes de la voie metabolique minimisant la diffusion libre des 
metabolites intermediaires. 

Canaux ioniques - molecules proteiques incluses dans la membrane de tres nom- 
breuses cellules, dont les neurones. Ils se repartissent en de nombreuses familles, 
possedant chacune plusieurs types differents. A chaque famille sont associees une 
ou parfois plusieurs especes ioniques (sodium ou sodium et potassium, par 
exemple). Selon l’etat oü se trouve un canal donne, l’ion ou les ions specifique(s) 
peuvent (etat ouvert) ou non (etat ferme) le traverser dans le sens de leur gradient 
electro-chimique. L’etat du canal est determine soit par le voltage trans-membra- 
naire, soit par l’action d’un agent chimique. 

Carcinogene - produit susceptible d’entrainer la cancerisation d’un tissu. 
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Caryotype - ensemble des chromosomes du noyau d'une cellule, classes selon des 
criteres de taille, de forme.... Le caryotype met en evidence l'existence de 
chromosomes sumumeraires, comme dans le cas de la trisomie 21 chez 1'homme. 

Catabolisme - processus de degradation des molecules biologiques. 

Cellule de PURKINJE - type neuronal le plus remarquable du cervelet (tres volu- 
mineux centre nerveux situe dans la partie posterieure de la fosse cranienne). Ce 
neurone se caracterise notamment par ses arborisations dendritiques, qui sont d’une 
externe abondance et toutes situees dans un meme plan, Oriente de maniere 
identique pour tous ces neurones. 

Cellules endotheliales - voir endothelium. 

Cellules germinales - c’est le biologiste allemand August WEISMANN qui intro- 
duisit ä la fin du xix e siede la distinction entre cellules somatiques et cellules 
germinales et evoqua la differenciation tres precoce de ces 2 lignees au cours du 
developpement embryonnaire. Les cellules germinales sont les cellules qui parti- 
cipent ä la formation des gametes : il y a donc une succession ininterrompue, de 
generations en generations d’individus, de cellules germinales passant alternati¬ 
vement par des phases de diploidie et d'haploidie. A l’oppose, les cellules soma¬ 
tiques finissent toujours par mourir avec l’individu qui les portent. 

Cellules pacemaker - nom communement donne aux cellules douees d'une activite 
rythmique endogene. Le qualificatif vient du nom de pacemaker attribue au noeud 
sinusal, qui represente le centre principal de l’automatisme cardiaque. Par analogie, 
ce nom de pacemaker a ete donne aux stimulateurs cardiaques implantables qui 
assurent artificiellement les memes fonctions. Certaines cellules nerveuses pos- 
sedent aussi des proprietes pacemaker. Leur degre de Synchronisation (parfois 
absent) est toutefois beaucoup moins fort que celui des cellules cardiaques. 

Cellules somatiques - ensemble des cellules non reproductrices. 

Cellulose - polymere de glucose, formant des fibrilles de quelques nm de diametre 
dans les tissus vegetaux ; c’est un des constituants majeur des parois vegetales 
formant une biomasse tres importante. Ce biopolymere presente de nombreuses 
applications industrielles. 

Centromere - partie centrale d’un chromosome unissant les deux bras appeles 
chromatides. 

Centrosome - organelle situee pres du noyau des cellules. C’est un centre 
organisateur des microtubules. 

Chitine - polymere de la N-acetyl-glucosamine dont l’association laterale en 
fibrilles, de quelques nm de diametre, forme un des constituants majeurs des 
squelettes externes des arthropodes. La chitine est presente aussi chez les 
Champignons. 
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Chondrocyte - cellule differenciee du cartilage, de forme arrondie, synthetisant les 
constituants de la matrice extracellulaire cartilagineuse, en premier le collagene de 
type II. 

Chreode - metaphore due ä WADDINGTON, qui assimile l’ontogenese ä la 
description d’une trajectoire sur une portion du paysage morphogenetique appelee 
chreode. 

Chromatide - copie d’un chromosome encore unie ä l’autre partie au niveau du 
centromere. 

Chromatine - materiel genetique nucleaire, constitue, dans les cellules eucaryotes, 
d’ADN et de proteines de liaison, appelees histones, assurant la coherence de sa 
structure tri-dimensionnelle. 

Chromosome - unite du genome formee d’une molecule d’ADN ; les chromo- 
somes sont associes par paire dans certains noyaux de cellules appelees diploides et 
sont isoles dans les noyaux des cellules dites haploides. Le chromosome peut etre 
unique et circulaire ( E. coli ) ou rassemble en 23 paires lineaires (homme). 

CICR - nom anglais du mecanisme dit Calcium Induced-Calcium Release qui 
decrit l'auto-activation de la liberation de calcium par le reticulum sarcoplas- 
mique. Ce mecanisme est declenche par la faible quantite de cet ion ayant penetre 
l’espace intracellulaire pendant le plateau du potentiel d’action cardiaque (courant 
rentrant calcique). Le calcium ainsi libere par le reticulum sarcoplasmique est 
l’element principal permettant la contraction cardiaque consecutive au passage 
du potentiel d’action. Cette auto-activation par CICR existe aussi chez la 
mitochondrie. 

Cistron - gene de structure d’un operon. 

Clonage - reproduction d’une cellule ou d’un organisme ä partir d’un unique 
ancetre, de maniere asexuee (par greffe dans la plante, par fusion dans les 
unicellulaires...). Par extension, ce terme s’applique aussi ä l’amplification de la 
quantite de certains constituants cellulaires comme l’ADN ( Polymerase Chain 
Reaction ou PCR). 

Clonage positionnel - technique qui permet d’isoler un gene mute dont la 
transmission peut etre suivie dans de nombreuses fratries gräce au phenotype 
secondaire ä la mutation. 

Code cyclique - procede de codage par lequel les mots codants, supposes avoir 
m lettres, sont obtenus ä partir d’un mot initial circulaire de n lettres (avec n > m), 
lu avec chevauchement par blocs de m lettres consecutives. 

Code genetique - ensemble des regles d’affectation des 64 codons possibles aux 
20 classes de Synonymie de codons correspondant aux acides amines et aux 
2 classes correspondant aux signaux d’initiation et de terminaison des sequences 
proteiques. 
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Codon - succession de 3 nucleotides codant pour un acide amine ou pour un Signal 
d’initiation ou de terminaison d’une sequence proteique. 

Codon stop - triplet de nucleotides codant pour l’arret de la transcription. II y a 
3 codons stop : UAA, UAG, UGA. 

Coefficient de Sedimentation - grandeur scalaire caracterisant, en fonction de sa 
masse, l’aptitude d’une espece chimique ä sedimenter dans un champ gravita- 
tionnel (naturel ou cree par une centrifugeuse) . 

Collagenase - enzyme proteolytique assurant la degradation du collagene. Les 
collagenases de mammiferes sont des metallo-enzymes et sont specifiques des 
differents types de collagene. 

Collagene - principale proteine de structure des matrices extracellulaires. Sa 
sequence en acides amines est inhabituelle, tres riche en glycine (30%), proline, 
hydroxyproline , lysine et hydroxylysine ; eile ne contient pas de tyrosine ou de 
tryptophane. Sa structure correspond ä une triple helice de 300 nm de long et 15 Ä 
de diametre. Les fibrilles de collagene (en particulier le type I), tres resistantes ä la 
tension, sont formees de milliers de monomeres alignes selon Taxe de la fibrille, 
avec un decalage lateral periodique regulier. Certains types de collagene ne 
forment pas des fibrilles mais des reseaux, comme le collagene de type IV present 
dans les lames basales. 

Conformation (moleculaire) - arrangement tridimensionnel d’une macromolecule 
biologique. Plusieurs structures tridimensionnelles peuvent exister pour une meme 
macromolecule, pouvant donner lieu ä des changements de conformation. 

Constante de fixation ou de dissociation - constante d’equilibre de la loi d’action 
de masse de la reaction de fixation ou de dissociation d'un ligand sur une 
macromolecule biologique (enzyme, recepteur...). 

COT - concentration d’ADN renature obtenu au bout du temps T depuis le debut 
du processus de renaturation. 

Cristal liquide - etat intermediaire de la matiere, presentant ä la fois les proprietes 
d’ecoulement d’un liquide et une anisotropie liee ä l’ordre present entre molecules, 
ou macromolecules, de formes allongees. Les modeles geometriques decrits par les 
physiciens des cristaux liquides se retrouvent au niveau de structures biolo- 
giques diverses : chromosomes, parois vegetales, matrice osseuse, squelettes 
d’invertebres. 

Crossing-over (ou enjambement) - mecanisme d’enjambements des molecules 
d’ADN des deux chromosomes d’une meme paire de cellules diploides, permettant 
une recombinaison du genome. Les deux chromosomes resultant d’un crossing- 
over sont constitues, en mosaique, des parties d’ADN situees entre deux 
enjambements, avec la regle qui consiste ä changer de molecule chaque fois que 
l’on rencontre un nouvel enjambement. 
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Cyanobacteries - appelees aussi algues bleu-vertes, ces procaryotes ont un 
metabolisme photosynthetique. Selon la theorie endosymbiotique de l’evolution, 
les ancetres des cyanobacteries actuelles sont les progeniteurs des chloroplastes. 

Cycle cellulaire - ensemble des etats successifs d’une cellule entre deux divisions. 
II est constitue d’une phase Gl de croissance de la cellule sous l’action d’enzymes 
- produits de genes exprimes durant cette phase - qui constituent les catalyseurs de 
son metabolisme. La phase Gl est suivie d’une phase S de Synthese du materiel 
nucleique, correspondant ä la duplication de l’ADN nucleaire dans les cellules 
eucaryotes. Ensuite, on observe une phase pre-mitotique G2 d’expression des 
genes produisant les enzymes necessaires ä la mitöse (cdc2kinase...). Enfin 
survient la mitose, demiere phase du cycle cellulaire dans le cas general. 

Cytochrome - les cytochromes sont des enzymes de transfert d’electrons dont la 
couleur est due ä leur groupe prosthetique de nature heminique. Dans la chaine 
respiratoire, le cytochrome c est reduit par l’ubiquinone-cytochrome c reductase, 
puis oxyde par la cytochrome c oxydase qui transfere les electrons ä l’oxygene. 

Cytochrome c oxydase - dernier complexe de la chaine respiratoire mitochon¬ 
driale (appele aussi complexe IV) assurant la reduction de l’oxygene en eau. Chez 
l’homme, il est compose de 13 sous-unites dont 3 sont codees par le genome 
mitochondrial. 

Cytodierese (ou cytocinese) - division en deux parties du cytoplasme cellulaire, 
qui se fait chez la cellule animale par constriction de la cellule dans un plan 
equatorial determine par la position du fuseau mitotique. 

Cytoplasme - Milieu entourant le noyau de la cellule et contenu ä l’interieur de la 
membrane cellulaire. II consiste en une gelee sans forme particuliere le cytosol, 
soutenue par un cytosquelette et englobant un certain nombre d’organites qui 
participent au metabolisme de la cellule. 

Cytosol - portion soluble du cytoplasme obtenue quand toutes les endomembranes 
et les organelles sont eliminees, en general par ultracentrifugation ä haute vitesse. 
C’est un melange tres complexe contenant des proteines , des ions et des meta- 
bolites varies. 

Cytosquelette - reseau intracellulaire d’elements fibreux comprenant les micro- 
tubules , les microfilaments d 'actine, et les filaments intermediaires. 11 determine 
l'architecture dynamique de la cellule et ses proprietes mecaniques. 

D 

Dalton (Da) - unite de masse moleculaire, approximativement egale ä la masse 
d’un atome d’hydrogene. 

Degenerescence - propriete du code genetique, par laquelle plusieurs triplets de 
nucleotides (appeles aussi codons) sont traduits par le meme acide amine (AA). La 
degenerescence provient du fait qu’il y a 64 triplets et seulement 20 AA. 
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Desmosome - structure d’adherence permettant ä une cellule animale d’adherer 
fortement ä une cellule voisine. Les molecules d’adherence impliquees sont les 
cadherines, qui sont reliees dans le cytoplasme avec les filaments intermediaires. 

Differentiation cellulaire - mecanisme par lequel, avec le meme materiel gene- 
tique nucleaire, on peut obtenir plusieurs Schemas d’expression des genes condui- 
sant ä un type cellulaire specialise. 

Dimere - ensemble forme de 2 sous-unites distinctes, par exemple 2 proteines. 

Diploidie - etat d’un noyau cellulaire possedant deux representants (c’est-ä-dire 
une paire) de chaque chromosome. 

Disques imaginaux - sacs epitheliaux ä l’interieur desquels sont regroupees les 
cellules qui se transformeront lors de la metamorphose pour donner naissance aux 
differents segments et appendices de la drosophile. 

Dissection genetique - ensemble de methodes genetiques qui vont permettre de 
localiser et d’ordonner entre elles les differentes regions regulatrices situees gene- 
ralement en amont du promoteur d’un gene. C’est au niveau de ces regions regula¬ 
trices que se situent par exemple les sites de liaison des facteurs de transcription. 

Drosophile - insecte avec un thorax et un abdomen Segmente, avec une seule paire 
d’antennes et 3 paires de pattes, dont le nom commun est la mouche du vinaigre. 
C’est Thomas Hunt MORGAN (1866-1945) et son equipe, la Fly-squad, qui en fit un 
des animaux modele de la biologie du developpement. Son ouvrage Genetique et 
Embryologie, traduit par Jean ROST AND, montre comment, avec de la curiosite, de 
la perseverance et finalement des moyens tres simples, on arrive ä revolutionär les 
concepts existants de l’embryologie et ä etre un des principaux fondateurs de la 
genetique. 

Dyneine - moteur moleculaire interagissant avec les microtubules. 

E 

Echangeur (ou antiport) - transporteur membranaire assurant l’echange de 2 ions. 
Ex : echangeurs des nucleotides adenyliques mitochondrial assurant l’echange (en 
sens inverse) d’une molecule d’ADP contre une molecule d’ATP. 

Ectoderme - feuillet embryonnaire externe qui foumit la peau et ses annexes, ainsi 
que le Systeme nerveux. 

Elastine - glycoproteine de 70 kDa riche en glycine et en proline, de structure heli- 
coi'dale. L’association laterale des helices donne les fibres elastiques localisees 
dans les tissus conjonctifs qui subissent de fortes deformations, comme les vais- 
seaux, les poumons, la peau. 

Electrophorese - Operation consistant ä faire migrer des molecules dans un champ 
electrique, afin de les separer en fonction de leur taille et de leur Charge. 
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Electrotonique - ce terme designe les phenomenes electriques (distribution du 
potentiel trans-membranaire, courants trans-membranaires et sous-membranaires) 
survenant dans des conditions pour lesquelles, en chaque region de la membrane 
cellulaire , la resistivite electrique de la membrane reste constante au cours du temps. 

Elutriation - technique de tri cellulaire associant une force centrifuge et une force 
centripete, qui permet de separer les cellules en fonction de leur masse. 

Endoderme - feuillet embryonnaire interne, qui fournit les appareils digestif et 
respiratoire. 

Endogene - qualifie un processus provoque par un mecanisme interne ä la structure 
biologique concernee. 

Endothelium - mono-couche de cellules aplaties qui tapissent tous les vaisseaux 
sanguins et regulent les echanges entre le sang et les tissus. 

Enzyme - macromolecule proteique catalysant une reaction chimique dans les 
systemes biologiques. 

Epigenese - terme designant les modifications transmises ä une cellule et ä sa 
descendance par des processsus autres que ceux resultant de modifications gene- 
tiques. Si le facteur declenchant de la transmission est une modification de 
l'environnement cellulaire, les modifications epigenetiques subsistent quand cette 
modification de l'environnement a disparu. Plusieurs phenotypes stables, issus d'un 
meme genome, peuvent alors co-exister dans des environnements identiques. 

Epigenetique - qualifie un processus qui conceme l'epigenese. 

Epines dendritiques - petites excroissances presentes sur les dendrites de certains 
neurones. Elles sont souvent formees d’un cou, relie au tronc dendritique et se 
terminant par un renflement, la tete (environ 2 [im de diametre). 

Epissage - mecanisme permettant la Constitution d’un « lasso » ou boucle d’une 
portion d’ARN, puis son excision. 

Epissage alternatif - mecanisme par lequel un ARN messager est separe en 
plusieurs parties, chacune contribuant ä la synthese d’une proteine. 

Epissosome - association, ä un intron ä exciser, de proteines et de petits ARN 
nucleaires, appeles snRNA (small nuclear RNA). 

Epithelium - ensemble de cellules juxtaposees, jointives, solidarisees par des 
systemes de jonction et separe du tissu conjonctif sur lequel il repose par une lame 
basale. On peut distinguer les epitheliums de revetement (qui couvrent l’individu 
ou bordent les cavites naturelles) et les epitheliums glandulaires, specialises dans 
l’elaboration de produits de secretion. 

Espace perivitellin - espace situe entre la membrane plasmique du zygote et la 
membrane vitelline qui l’entoure. 
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Etape limitante - etape d’une chame metabolique imposant sa vitesse ä l’ensemble 
de la chaine ä l’etat stationnaire ; toute etape peut devenir limitante lorsqu’on en 
diminue l’activite (inhibition, diminution de la quantite d’enzyme...). 

Eucaryote - se dit des especes vivantes dont la ou les cellules ont une membrane 
nucleaire separant le noyau du cytoplasme. 

Exogene - qualifie un processus provoque par une cause exterieure ä la structure 
biologique concemee. 

Exon - sequence d’ADN d’un gene eucaryote codant pour une sequence de 
nucleotides de l’ARNm qui specifie la sequence d’acides amines d’une proteine. 

F 

Facteur de transcription (FT) - proteine requise pour initier ou contröler la 
t ranscription. II en existe un tres grand nombre que Fon classe essentiellement en 
fonction de la structure des domaines proteiques qui interagissent avec les sites de 
liaison de l’ADN. Dans les FT de type HLH, les elements de base qui interagissent 
avec l’ADN sont deux sequences d’acides amines capables d’adopter une 
disposition helicoidale separees par une boucle qui definit la position respectives 
des helices entre elles et par rapport au site de liaison de l’ADN. 

Fibres de PURKINJE - faisceau terminal du tissu de conduction cardiaque assurant 
Factivation endocardique des ventricules. 

Fibroblaste - cellule du tissu conjonctif , d’origine mesodermique, synthetisant les 
molecules des matrices extracellulaires : procoUagene, fibronectine, collagenases. 

Fibronectine - glycoproteine formee de deux chaines, de 250 kDa chacune, reliees 
par des ponts disulfures. Elle presente des domaines specifiques permettant des 
liaisons avec le collagene, Fheparine, et certains recepteurs des membranes. La 
fibronectine est impliquee dans l’adhesion et l’etalement cellulaire. 

Filaments intermediaires - fibres du cytosquelette de 10 nm de diametre, reliees 
aux differentes zones d'adherence de la cellule (desmosomes et hemidesmosomes). 
Elles sont constituees de plusieurs types de proteines, comme la keratine, la 
desmine et la vimentine. 

Fixation competitive - fixation d’une molecule au site de fixation d’un substrat, 
conduisant ä une competition pour l’occupation du site. 

Fluorescence - propriete de certaines molecules d'emettre de la lumiere d'une 
longueur d'onde superieure (decalage vers le rouge) ä celle qui les a excitees. 

Fluorochrome - colorant fluorescent. 

Force vitale - realite energetique distincte de la matiere, d'oü emanent, selon le 
vitalisme, tous les phenomenes de la vie. (Grand Robert de la langue frangaise) 

Forme tautomerique - forme structurelle de l’ADN correspondant ä un choix 
particulier de liaison des atomes d’hydrogene : par exemple la forme tautomerique 
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enol correspond ä une liaison d’un atome d’hydrogene ä l’oxygene lie au carbone 6 
de la guanine, et la forme keto ä la liaison d’un atome d’hydrogene ä l’azote en 
Position 1 de la guanine. Les bases guanine et thymine passent le plus frequem- 
ment d’une forme ä l’autre, causant ainsi un changement de la conformation 3D de 
l’ADN. 

Foyer ectopique - nom donne ä une groupe de cellules recouvrant des proprietes 
anormales d’automatisme dans des conditions pathologiques susceptibles d’en- 
tramer des contractions cardiaques surnumeraires ou extra-systoles, particuliere- 
ment dangereuses lorsqu’elles sont d’origine ventriculaire. 

G 

Gamete - cellule fille ä noyau haploide resultant de la meiose d’une cellule mere 
diploide germinale chez un parent d’une population ä reproduction sexuee. Le 
gamete peut-etre male (spermatozo'ide chez l’homme) ou femelle (ovule chez la 
femme) . 

G-base, M-base, k-base - unites de denombrement. Un Giga-base, correspond ä 
10 9 bases, un Mega-base ä 10 6 bases, un kilo-base ä mille bases. On denombre ainsi 
les bases ou paires de bases, selon que l'acide nucleique est monocatenaire ou 
bicatenaire. Le kilo-base (kb) est utilise comme unite de taille. 

GDP - voir GTP. 

Gene - unite fonctionnelle du genome, c’est-ä-dire plus petite unite capable 
d’expression sous forme d’une ou plusieurs proteines (suivant les conditions 
d’expression). 

Gene de structure - gene s’exprimant par une proteine qui contribue ä une 
fonction metabolique. 

Gene domestique - gene s’exprimant pendant tout le cycle cellulaire (par exemple 
parce que la proteine resultant de son expression est une enzyme d’un metabolisme 
de base necessaire ä la vie cellulaire, comme la respiration mitochondriale ou la 
glycolyse). 

Gene homeotique - gene qui, ä l’etat mute, conduit ä 1’« homeosis », c’est ä dire la 
transformation totale ou partielle de structures d’un segment corporel en des 
structures correspondant ä un autre segment. 

Gene maitre - dans un reseau de regulation global, gene ä l’origine des principales 
regulations (inhibitions et activations) qu’il declenche en Cascade (en particulier 
dans la morphogenese). 

Gene zygotique - gene appartenant en propre au genome du zygote, comme le 
gene hunchback. Cette Classification est etablie par Opposition aux genes matemels 
qui participent au developpement du zygote, dont l’exemple type est celui de 
bicoi'd. 
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Genome - ensemble de l'information genetique d'une cellule ou d'un organisme. 

Genotype - ensemble des potentialites genetiques d'une cellule ou d'un organisme. 

Glie - ensemble d’elements, les cellules gliales, qui forment avec les neurones la 
structure cellulaire du Systeme nerveux central. Les cellules gliales sont plus 
nombreuses que les neurones et, ä la difference de ces derniers, se divisent tout au 
long de la vie. Elles assurent la nutrition, l’entretien et la reparation du tissu 
nerveux, dont eiles reglent aussi la composition du milieu extra-cellulaire. 
Certaines ont des fonctions immunitaires. Un autre sous-ensemble est specialise 
dans la Synthese de la gaine de myeline des neurones. 

Glycine (Gly) - le plus simple des acides amines. C’est un des residus majeur du 
collagene et de l’elastine. La glycine n’est pas optiquement active. 

Glycoproteines - proteines associees de maniere covalente ä des unites sacchari- 
diques de type mannose, N-acetyl glucosamine, N-acetyl galactosamine, galactose, 
fucose et acide scialique. Les liaisons sont soit O-glycosylees, via le groupe- 
ment OH des residus serines ou threonines, soit N-glycosylees, via le groupe- 
ment NH 2 des residus asparagines. 

Glycosaminoglycancs - anciennement appellees mucopolysaccharides, ces mole- 
cules constituent les chaines laterales polysaccharidiques des proteoglycanes et 
sont des sequences repetees de disaccharides dont un des Sucres porte des charges 
laterales negatives (carboxyles ou Sulfates). Les plus courants sont l’acide 
hyaluronique, le chondroTtine Sulfate, le dermatane Sulfate ou le keratane Sulfate. 

GTP - guanosine tri-phosphate. Molecule impliquee (comme VATP) dans de nom- 
breux processus energetiques oü eile foumit un phosphate, se transformant ainsi en 
GDP (c’est le cas lors de la Polymerisation de la tubuline en microtubules). 

H 

Halteres - sur les 2 e et le 3 e segments thoraciques de la plupart des insectes s’in- 
serent des ailes ; chez la drosophile, la paire d’aile situee au niveau du 3 e segment 
thoracique involue pour donner une paire d’halteres qui ne servent plus qu’ä 
l’equilibration en vol. 

Haploi'die - etat d’un noyau cellulaire ne possedant qu’un representant de chaque 
chromosome. 

Haplotype - ensemble d ’alleles proches, situes sur le meme chromosome, et 
transmis ensemble lors de la Segregation. 

Helicase - enzyme permettant de derouler l’ADN bicatenaire en deux simples 
brins. 

Helice alpha - repliement frequent dans la structure secondaire des proteines dans 
lequel l’oxygene du carbonyle de la liaison peptidique ä une position i forme une 
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liaison hydrogene avec l’atome d’azote de la liaison peptidique de l’acide 
amine i + 4. II faut 3,6 residus pour faire un tour d’helice. 

Hemidesmosome - structure d’adherence permettant ä une cellule animale d’adhe- 
rer fortement ä la matrice extracellulaire. Dans cette structure, les integrines 
interagissent ä Fexterieur de la cellule avec des composants de la membrane 
basale comme la laminine ou le collagene, et dans le cytoplasme avec les filaments 
intermediaires. 

Heterochromatine - partie la plus condensee du genome nucleaire en interphase 
(c’est-ä-dire entre 2 mitoses). 

Histones - proteines nucleaires interagissant avec l’ADN pour contribuer ä la 
morphologie 3D du genome nucleaire. 

Homeostasie - regulation visant ä maintenir les variables constantes ou periodiques 
du metabolisme d’une cellule ou d’un organisme vivant ä leurs valeurs physio- 
logiques (par exemple 1 g/1 pour la glycemie humaine). De maniere plus generale, 
les variables ayant un comportement dynamique de type attracteur sont preservees 
par l’homeostasie. 

Homozygote - Situation, chez un individu diploide , oü, ä un locus chromosomique 
donne, les 2 chromosomes homologues portent des copies d’un gene (ou alleles) 
identiques. Lorsque les 2 alleles sont distincts, on parle d’heterozygotie. 

Hybridation (ou renumerotation, ou reassociation) - composition d’un ADN bi- 
catenaire par appariement des bases de deux simples brins selon la dualite adenine- 
thymine et cytosine-guanine. 

Hybridation in situ - technique consistant ä reveler la localisation de Fexpression 
d’un gene en marquant ses ARNm ä l’aide de sonde d’acides nucleiques marquees 
par un isotope radioactif ou par un autre procede. 

Hydroxylysine - forme hydroxylee de la ly sine, frequente au niveau de collagene. 

Hydroxyproline - forme hydroxylee de la proline contrölee par l’activite de la 
prolyl hydroxylase, dont Facti vite intervient avant que le polypeptide acquiere sa 
structure en helice. Ce residu essentiel dans le collagene assure la stabilite de la 
triple helice. 

I 

Immunoglobulines - proteines impliquees dans la reponse immunitaire. 

Indice centromerique - rapport entre les longueurs p du bras court et q du bras 
long d’un chromosome. 

Integrines - famille de proteines presentes ä la surface des cellules et impliquees 
dans Fadherence des cellules ä la matrice extracellulaire (en se liant ä la fibro- 
nectine, la laminine...) ou ä d’autres cellules par interaction avec des membres de 
la superfamille des immunoglobulines. Leur structure consiste en un heterodimere 
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avec une sous-unite ß de 95 kDa tres conservee et une sous-unite a de 150- 
170 kDa plus variable. Les premiers exemples decrits sont les recepteurs localises 
au niveau de la surface des fibroblastes se liant ä la fibronectine et ä la vitronectine 
extracellulaires. La liaison ä la proteine ligand se fait au niveau d’une sequence 
proteique specifique RGD correspondant aux trois acides amines : Arg-Gly-Asp. 

Interphase - periode du cycle cellulaire situee entre deux mitoses de la cellule. 

Intron - sequence d’ADN non codante d’un gene eucaryote qui est transcrite en 
ARN (transcrit primaire), mais qui sera excisee par epissage lors de la Constitution 
de YARNm. 

Ischemie - terme derive du grec ischios = peu et hemos = sang, definissant une 
reduction plus ou moins severe de l'irrigation sanguine au niveau d'un organe. 

J 

Jonctions cellulaires - regions specialisees de la surface cellulaire permettant aux 
cellules d’adherer entre eiles. Les jonctions serrees (tight junctions) se trouvent 
dans les tissus epitheliaux et empechent le passage des fluides ä travers la couche 
cellulaire. Les desmosomes et les jonctions d’adherence forment des plaques 
connectees aux filaments intermediaires et interviennent dans l’adherence entre les 
cellules et entre les cellules et la matrice extracellulaire (hemidesmosomes). 

K 

Kinase - enzyme impliquee dans la phosphorylation d'une molecule. 

Kinesine - moteur moleculaire utilisant l’ATP pour se deplacer sur les micro- 
tubules et implique dans le transport de beaucoup de composants cellulaires. 

L 

Lame basale - reseau de composants de la matrice extracellulaire formant un film 
situe sous les couches de cellules epitheliales et les groupes de cellules organisees, 
qui les separe du tissu conjonctif. Elle contient du collagene, de la laminine et des 
proteoglycanes. 

Laminine - glycoproteine de la matrice extracellulaire , formee d’une sous-unite a 
de 200 kDa et d’une sous-unite ß de 400 kDa. C’est un composant majeur des 
membranes basales qui induit l’adhesion et l’etalement de nombreux types 
cellulaires en culture. 

Liaison 5’-3’ - liaison entre deux nucleotides unissant le carbone 5’ du premier au 
carbone 3’ du second. 

Liaison covaiente - liaison chimique qui correspond ä une association electronique 
stable entre deux atomes qui mettent en commun une paire d'electrons. 
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Liaison N-osidique - liaison entre l’azote N d’une base purique ou pyrimidique et 
le carbone 1 d'un sucre ä 5 atomes de carbone, ä l’interieur d’un nucleotide. 

Ligand - toute molecule pouvant se fixer ä une proteine. Ex : substrat, produit, 
inhibiteur d’une enzyme, hormone sur un recepteur, etc. 

Ligase - enzyme permettant la soudure longitudinale de deux brins consecutifs 
d’ADN. 

Locus - emplacement physique d’un ge ne sur un chromosome. 

M 

Macrophage - cellule phagocytaire des mammiferes derivant des monocytes du 
sang. Leurs proprietes varient selon leur localisation. Elles agissent sur la 
destruction de bacteries, protozoaires et cellules tumorales en stimulant les cellules 
du Systeme immunitaire. 

Matrice extracellulaire - ensemble des macromolecules secretees localement par 
les cellules dans l’espace extracellulaire de la plupart des tissus. Composee de 
proteines (collagene. ..) et de polysaccharides (acide hyaluronique...), cette matrice 
est organisee en reseaux plus ou moins compacts et ordonnes qui occupent un 
volume important dans les tissus conjonctifs tels le derme ou les tendons. 

Mecanotransduction - transformation de signaux mecaniques en signaux bio- 
logiques, permettant ä un Systeme biologique (cellule, tissu...) de modifier ses 
proprietes sous l'action de contraintes mecaniques (pressions, etirements, 
ecoulements...). 

Meiose - mecanisme de division d’une cellule mere diploide en deux cellules filles 
haploides. 

Membrane basale - voir lame basale. 

Membrane biologique - bicouche lipidique (exemples : membrane plasmique, 
membranes mitochondriales...). 

Membrane plasmique - membrane phospholipidique qui entoure une cellule 
vivante. Elle joue un röle essentiel dans la regulation des echanges avec le milieu 
exterieur et la transmission bi-directionnelle d'informations entre les espaces intra- 
et extracellulaires. 

Mesoderme - feuillet embryonnaire situe entre l'endoderme et l'ectoderme, et qui 
foumit notamment la musculature, le sang, le squelette, les reins. 

Metabolisme cellulaire - ensemble des reactions chimiques de la cellule catalysees 
par des enzymes. 

Methylation - fixation d’un radical methyle CH 3 , en general sur les cytosines des 
doublets CG. 
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Microfilaments (ou filaments d’aetine) - fibres du cytosquelette de 7 nm de 
diametre formees d 'actine et associees avec differentes proteines liant l’actine. 

Microsatellites - sequences localisees tres repetitives dispersees dans Ie genome 
tous les 25 ä 100 kbases. 

Mlcrotubules - tubules cytoplasmiques de 25 nm de diametre externe et dont la 
paroi mesure 5 nm en epaisseur. Chaque microtubule est constitue par l’association 
d’heterodimeres a et ß qui polymerisent en formant des filaments qui s’agencent 
ensuite en tubules simples ou parfois doubles. 

Mitose - division du noyau d'une cellule eucaryote conduisant ä la formation de 
deux cellules filles ayant le meme nombre de chromosomes que la cellule mere (du 
grec mitos (fil), traduisant l'aspect des chromosomes). 

Molecules d’adherence cellulaire (CAMs) - proteines membranaires impliquees 
dans les liaisons cellule/cellule. On distingue 3 classes majeures : les cadherines, 
les selectines et des membres de la superfamille des immunoglobulines. 

Monoamines - petites molecules neurotransmettrices formees par hydroxylation, 
eventuellement decarboxylation et methylation , d’un acide amine. Les principales 
sont la serotonine et les catecholamines (dopamine, noradrenaline et adrenaline). 
Les monoamines sont le prototype du neuro-transmetteur ä action modulatrice. 

Morphogenes - molecules de Signalisation cellulaire et intercellulaires qui agissent 
localement pour organiser le patron de differenciation cellulaire en fonction des 
variations spatiales de leur concentration. 

Mutation ponctuelle - Substitution d’une base par une autre dans la sequence du 
genome, du fait de l’action de facteurs mutagenes physico-chimiques, en general 
exogenes (comme les agents ionisants). 

Myeline - gaine lipidique enveloppant certains axones chez les vertebres. Elle est 
synthetisee par des cellules non nerveuses. La myeline abaisse la capacite et 
augmente la resistance membranaire dans des proportions considerables (autour de 
250 fois). La vitesse de conduction des potentiels d’action sur les axones 
myelinises est considerablement accrue de ce fait. 

Myosine - moteur moleculaire, utilisant l’energie chimique de l’ATP pour produire 
un deplacement le long de fibres A'actine. Elle est impliquee dans la contraction 
musculaire ainsi que dans les contractions et le mouvement cellulaires. 

N 

NADH - Nicotinamide adenine dinucleotide reduit. 

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduit. Porteuse d’un ion 
hydride H , cette molecule est impliquee dans les mecanismes energetiques 
d’oxydation-reduction cellulaire. 
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Nceud de Ranvier - courte interruption de la gaine de myeline d’un axone. C’est 
ä ce niveau que se font les flux ioniques trans-membranaires lors de la propagation 
des potentiels d'action sur les axones, car les canaux ioniques responsables y sont 
tres concentres. Les noeuds de Ran vier sont espaces regulierement le long de 
l’axone, la longueur inter-nodale representant environ mille fois celle du noeud. 

Nucleation - phase critique dans l'apparition d'un cristal ou l'assemblage d'un 
polymere au cours de laquelle un petit nombre d’unites s’agrege pour initier un 
processus de croissance ou d'extension rapide. 

Nucleole - structure intranucleaire dans laquelle TARN ribosomal est transcrit et oü 
a lieu son assemblage avec des proteines pour constituer les sous-unites 
ribosomales. 

Nucleoside - combinaison d'une base azotee (base purique - adenine (A) ou gua- 
nine (G) - ou base pyrimidique - cytosine (C), thymine (T) ou uracile (U) -) avec 
un Sucre qui peut etre un ribose ou un desoxyribose (nucleoside = base + Sucre). 
On obient ainsi l'adenosine, la guanosine, la cytidine, la thymidine (dans l'ADN), 
l'uridine (dans TARN). 

Nucleosome - zones de condensation et de super-enroulements du genome 
nucleaire. 

Nucleotide - ester des nucleosides, designe par un sigle qui specifie le nucleoside 
(premiere lettre) et le nombre de phosphates presents (lettres suivantes). 
(nucleotide = base + sucre + phosphate). Ex.: ATP (adenosine triphosphate), GMP 
(guanosine monophosphate). Les acides nucleiques comme l'ADN sont formes par 
une sequence lineaire de nucleotides lies par un pont phosphodiester entre les 
atomes de carbone 3' et 5'. 


o 

Oligomerisation - Polymerisation d’un petit nombre de sous-unites identiques. 
Ex : oligomerisation d’une enzyme en tetramere. 

Oncoproteines - proteines impliquees dans un processus de cancerisation ou 
oncogenese. 

Ontogenese - succession des etapes de la construction d’un individu d’une espece 
au cours de son embryogenese. Une loi phenomenologique, enoncee E. HäECKEL, 
declare que l’ontogenese des vertebres recapitule en partie leur phylogenese, Cette 
Observation fait encore l’objet de passionnantes controverses. 

Operon - ensemble de genes bacteriens contigüs transcrits en une seule molecule 
d’ARNm et participant ä une meme fonction metabolique (exemple de 1’ operon 
lactose, controlant le metabolisme du lactose). 

Oxydation phosphorylante - processus aerobie de phosphorylaüon de l’ATP 
couple au fonctionnement de la chaine respiratoire ou de transfert d’electrons. La 
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chaine respiratoire de la membrane interne mitochondriale utilise le NADH ou le 
FADH 2 pour transferer des electrons jusqu’ä l’oxygene. 

P 

Patron (ou pattern) - le patron ou motif (pattem ) d’un organisme, d’un Organe, 
designe un arrangement spatial specifique des differentes cellules les unes par 
rapport aux autres (ex. : position des segments chez la drosophile , Organisation des 
bourgeons plumaires sur l’epiderme de poulet.. 

Paysage morphogenetique - surface abstraite, definie par l’ensemble des concen- 
trations des constituants de l’organisme en cours de formation qui varient au cours 
du temps. 

Peptides - molecules formees d’une courte chaine d ’acides amines (de cinq ä 
quelques dizaines au plus). Ils resultent du clivage de precurseurs proteiques de 
plus grande taille. 

Phenotype - ensemble des caracteristiques observables d’un individu, alors que le 
genotype correspond ä l’ensemble des informations codees dans le genome d’un 
individu. 

Phosphorylation - reaction dans laquelle un groupement phosphate se lie par une 
liaison covalente ä une molecule. 

Phylogenese - succession des especes dans un arbre evolutif decrivant leurs 
ancetres et descendants. Cet arbre peut etre construit sur la base de similarites de 
sequences des genomes, ou de parente dans l’organisation des metabolismes. 

Plaque (d'adherence) focale - zone d’ancrage de la surface d’une cellule au 
substrat sur lequel eile se deplace. Dense aux electrons en microscopie electro- 
nique, cette plaque d’environ 1 X 0,2 pm a son grand axe dans la direction du mou- 
vement. Elle est associee ä des faisceaux de microfilaments intra-cytoplasmiques 
relies ä la membrane plasmique par l’intermediaire de proteines d'adherence. 

Plo'idie - nombre de copies de chaque chromosome present dans le noyau 
cellulaire. Si n est le nombre de chromosomes du genome haploide de l’espece 
consideree, un genome diploide contient 2 n chromosomes, un genome tetraploide 
4n chromosomes. L'aneuploidie designe une quantite d'ADN anormale. 

Pluripotence - se dit d'une cellule capable de participer ä la formation de tissus 
differents (ex.: cellules souches). 

Pole rostral - pole situe du cöte du rostre, partie la plus anterieure de l’embryon. 

PolyA polymerase - enzyme permettant la Synthese de nucleotides adenines ä 
l’extremite 3’ d’un ARN messager, afin d’assurer sa stabilite. 

Polyadenylation - synthese d’une sequence d’adenines. 

Polynucleotide - molecule constituee par une succession de nucleotides. 
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Polypeptide - assemblage d’arides amines. 

Potentiel transmembranaire - difference de potentiel entre l'interieur et l'exterieur 
de la cellule au repos, de - 70 ä - 90 millivolts. Dans les cellules excitables (nerf, 
coeur, muscle squelettique, muscle lisse) ce potentiel transmembranaire, stable au 
repos, subit un ensemble de modifications au cours de l’activite cellulaire; ces 
modifications peuvent constituer un potentiel d’action. 

Primase - enzyme permettant la synthese de l’amorce d'ARN. 

Procaryote - etre vivant unicellulaire, tel que les bacteries, dont le materiel 
genetique n'est pas nettement separe du cytoplasme. 

Proline (Pro ; PM 115) - acide amine dont la structure differe de celle des autres 
acides amines par son groupement amine secondaire caracteristique d’un imino 
acide. La proline influence la structure secondaire des proteines. Elle est abondante 
dans le collagene. 

Promotern - - sequence nucleotidique de l’ADN ä laquelle YAÜN polymerase se lie 
pour commencer la transcription de l’ADN en ARN. Durant la transcription, 
l’ADN polymerase se deplace le long de l’ADN. 

Proteines - polymeres lineaires d 'arides amines joints par des liaisons amide 
-CO-NH- ( liaison peptidique ) et dont la sequence correspond ä un enchainement 
specifique. La fonction amine alpha-NH 2 du premier acide amine (cote N-terminal) 
et le residu carboxylique alpha-COOH du dernier acide amine de la proteine 
(cöte C-terminal) sont libres. 

Proteoglycane - association de proteines et de polysaccharides formant des 
complexes de haut poids moleculaire. Localises dans les tissus squelettiques de 
vertebres, Los et le cartilage, ils determinent les proprietes viscoelastiques des 
tissus. Des proteoglycanes sont aussi presents ä la surface des cellules. 

Pseudo-gene - sequence d'ADN equivalente ä celle d'un gene, mais ne codant pas 
pour une proteine. 

Purine - base comportant un noyau purine (un hexagone carbone portant deux 
azotes en 1 et 3, uni ä un pentagone carbone portant deux azotes en 7 et 9). 
L’adenine et la guanine sont des purines. 

Pyrimidine - base comportant un noyau pyrimidine (un hexagone carbone portant 
deux azotes en 1 et 3). La cytosine, la thymine et Furacile sont des pyrimidines. 

R 

Recepteurs ionotropes - recepteurs specifiques de certains neurotransmetteurs et 
constitues par un canal ionique dont l’ouverture est induite par la fixation du 
transmetteur. 
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Recepteurs metabotropes - proteines membranaires fixant specifiquement certains 
neurotransmetteurs et declenchant ä la suite de cette fixation, par l’intermediaire de 
proteines associees, une Cascade de reactions metaboliques ä effets multiples. 

Rectification retardee (courant de) - courant trans-membranaire provoque par 
l’ouverture de canaux potassiques dependant du voltage et depourvus de variable 
d’inactivation. C’est le courant sortant, initialement decrit par HODGKIN et 
HUXLEY. Le qualificatif « retarde » traduit le fait que, bien que rapide, ce courant 
s’active apres le courant entrant sodique. 

Regulation globale (schema de) - Schema de regulation comportant les genes (ou 
leurs produits d’expression) et les liaisons d’inhibition et d’activation qu’ils 
entretiennent avec les autres genes (ou leurs produits). 

Rendement quantique - rapport quantite de lumiere emise / quantite de lumiere 
absorbee par un fluorochrome. 

Replication - mecanisme de doublement du materiel genique. 

Replicon - unite de replication individuelle, situee sur l’ADN chez les eucaryotes. 

Reseau de genes - ensemble de genes participant ä la meme fonction. Ces genes 
sont soumis ä une regulation endogene. Ils comprennent des promoteurs et des 
represseurs et contrölent une fonction cellulaire ou tissulaire, physiologique ou 
pathologique (ex.: reseau de floraison regulant la morphogenese des fleurs). 

Reseau metaholique - ensemble de reactions enzymatiques du metabolisme 
cellulaire reliees par les metabolites intermediaires. 

Reticulum cndoplasmique - compartiment membranaire ramifie dans le cyto- 
plasme. Le reticulum endoplasmique rugueux lie les ribosomes qui traduisent les 
ARN messagers codant pour les proteines secretees et pour la plupart des proteines 
membranaires. Le reticulum endoplasmique lisse n’a pas de ribosomes fixes. C’est 
un site de Synthese des lipides membranaires. 

Reticulum sarcoplasmique - structure situee dans le cytoplasme (ou sarcoplasme) 
de la fibre myocardique. L’un des röles principaux est de servir de reserve 
intracellulaire pour l’ion Ca ++ (voir le mecanisme CICR). 

Retroposon - transposon exigeant, avant d’avoir sa copie inseree dans le genome 
ä une autre place que la sequence initiale, d’avoir une Version ARN transcrite en 
ADN par la transcriptase inverse. 

Retrovirus - famille de virus dont le genome est forme d’une molecule d’ARN 
contenant le gene de la transcriptase inverse. 

Revertant - retour d’un mutant au phenotype initial. 

Ribosome - organite cellulaire qui asure la transcription des ARN messagers en 
proteines. II est forme lui-meme de proteines et de molecules d'ARN, les ARN 
ribosomaux. 
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s 

Segregation - mecanisme par lequel le genome d’une cellule diploide se separe en 
deux genomes de gametes haploides. Chez les organismes ä reproduction sexuee, 
ce mecanisme permet la transmission d’une moitie du genome de chaque parent ä 
leurs descendants. 

Sequence codante - voir exon. 

Sequence consensus- sequence de deux nucleotides GU ä l’extremite 5’ d’un 
intron indiquant le site d’initiation de Yepissage. 

Selectines - famille de proteines adhesives, exprimees essentiellement dans le 
compartiment vasculaire, les cellules endotheliales et les globules blancs. Ces 
proteines transmembranaires, par leur interaction avec des ligands glycosyles, 
interviennent dans les premieres etapes des interactions entre les globules blancs et 
Vendothelium, oü les leucocytes roulent ä la surface de l’endothelium. 

Site actif ou site catalytique - partie d’une enzyme oü se passe la reaction 
enzymatique. 

SNAREs (Soluble-N-ethyl maleimide sensitive factor Attachment Protein 
REceptor) - proteines impliquees dans vraisemblablement toutes les fusions 
membranaires ayant lieu dans les cellules eucaryotes. Le NSF ( N-ethyl maleimide 
Sensitive Factor ) est une ATPase soluble qui s’associe ä SNAP (Soluble NSF 
Associated Protein), l’ensemble se fixant sur le complexe des SNAREs. 

Sonde - petit polynucleotide ayant une sequence complementaire d'une partie 
specifique d'un gene (ADN) ou d'un ARN. 

Specificite de reaction - catalyse specifique par une enzyme d’une reaction oü un 
type de reaction donnee. 

Stereospecificite - partie de la specificite due ä l’arrangement dans l’espace de 
Venzyme (ex : utilisation par les enzymes du metabolisme des acides amines L et 
pas D). 

Superfamille des immunoglobulines - groupe de proteines possedant des 
domaines homologues aux immunoglobulines. Certaines molecules d'adherence 
cellulaire appartiennent ä cette famille. 

Syncytium - Structure formee d'une membrane cellulaire entourant un grand 
nombre de noyaux plus ou moins disperses dans le cytoplasme, issus de multiples 
divisions du noyau (caryocynese) sans division (sans cytodierese) de la cellule. 

Systeme nerveux autonome - partie effectrice du Systeme nerveux ayant en Charge 
le contröle du milieu interieur. II est forme de deux composants ? les systemes 
sympathique et parasympathique. Certains auteurs lui ajoutent le Systeme nerveux 
enterique, vaste ensemble de neurones situe dans la paroi digestive. Les actions 
sympathiques et parasympathiques sont generalement antagonistes, mais des 
cooperations positives entre les deux systemes peuvent s’observer. Les deux 
systemes agissent par l’intermediaire de mediateurs chimiques, parfois liberes dans 
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la circulation sanguine (adrenaline pour Systeme sympathique, acetylcholine pour 
le parasympathique). Le Systeme sympathique eleve la frequence cardiaque via 
1’adrenaline et le Systeme parasympathique la diminue via l’acetylcholine. 

T 

TATA box - sequence de nucleotides composee de thymine et d’adenine. Elle 
permet de fixer un facteur de transcription changeant localement la geometrie de 
1’ADN pour favoriser sa lecture par I Vt/?A T polymerase. 

Telomere - complexe nucleoproteique situe ä l’extremite des chromosornes 
eucaryotes et implique dans la Segregation des chromosornes. 

Temps de doublement - temps necessaire ä une population cellulaire pour doubler 
son effectif. 

Territoire presomptif - Ensemble des cellules qui, chez le tres jeune embryon, 
sont ä l’origine de la formation des differents Organes. Ce terme fait reference aux 
experiences de marquage cellulaire realisees au cours des premiers stades du 
developpement embryonnaire avant les migrations cellulaires subsequentes et avant 
que toute differenciation cellulaire ne soit observable. Par exemple, l’ensemble 
des cellules du jeune embryon qui formeront ulterieurement le cceur est appele le 
territoire presomptif cardiaque. 

Tissus conjonctifs - tissus de soutien, tres repandus dans l’organisme oü ils sont 
presents aussi bien autour que dans les Organes. Ils sont formes de 3 constituants : 
des cellules (fibroblastes , adipocytes...), des fibres de soutien {collagene, 
elastine...) et un compartiment aqueux contenant des proteoglycanes et des 
glycoproteines en solution. Ils presentent un grand polymorphisme : par exemple, 
le derme est un tissu conjonctif riche en fibres de collagene et souple, alors que le 
tissu osseux est forme d'une matrice organique mineralisee tres organisee. 

Tissu de Purkinje - nom globalement donne ä l’ensemble des fibres de Purkinje 
au niveau des ventricules cardiaques. 

Traduction - ensemble des mecanismes qui permettent la Synthese des proteines ä 
partir des ARNm, en faisant correspondre un acide amine ä un triplet de nucleo¬ 
tides. La traduction s’effectue en suivant les regles d’affectation du code genetique. 

Transamination - transfert d’un groupement amine (-NH 2 ) d’un metabolite ä un 
autre (ex : entre un acide amine et un acide a-cetonique). 

Transcriptase inverse - enzyme presente dans les retrovirus permettant la 
synthese d’une sequence d’ADN ä partir d’une sequence simple brin d’ARN. 

Transcription - mecanisme permettant la copie d’une sequence de nucleotides 
d’un gene sous forme de la sequence correspondante duale des nucleotides de son 
ARN messager. 
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Translocation reciproque - mecanisme d’enjambement similaire au crossing- 
over, mais entre les ADN des quatre chromosomes de deux paires distinctes. 

Transports actifs - flux de matiere transmembranaires consommant de l’energie. 

Transposon - sequences d'ADN nucleaire capables de replication, dont la copie 
s’insere ä un autre emplacement du genome. 

Tubulines - famille de proteines du cytosquelette composee de trois proteines tres 
conservees liant le GTP. Les dimeres de tubuline a/ß polymerisent en micro- 
tubules. La tubuline y est impliquee dans 1’Organisation des microtubules au niveau 
des centrosomes. 


y 

Varicosite - petits renflements presentes par certains axones dans les regions qu’ils 
innervent. Les varicosites sont disposees en chaines le long du trajet axonal et de 
nombreuses vesicules contenant le ou les transmetteurs utilises par la fibre y sont 
stockees. 

Virus - agent infectieux submicroscopique constitue d'un acide nucleique (ADN ou 
bien ARN dans le cas des retrovirus) contenu dans une enveloppe proteique, la 
capside. II ne peut se reproduire que dans une cellule-hote oü la molecule d'acide 
nucleique, libere de la capside, utilise la machinerie cellulaire pour se repliquer. 

Vitellus - mot tire du latin (synonyme de lecithe du grec lekitos) qui signifie jaune 
d’oeuf. Ces termes designent par extension les reserves nutritives contenues dans le 
cytoplasme cellulaire. 

z 

Zygote - (du grec zugon = ce qui joint) terme frequemment utilise pour designer 
l’embryon unicellulaire issu de la fusion du spermatozoide et de l’ovule et les 
Premiers stades du developpement embryonnaire. 



Cette page est laissee intentionnellement en blanc. 
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